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ADP   Adenosindiphosphat 
AS   Aminosäure 
Btk   Bruton Tyrosin Kinase 
Ca2+   Calcium 
CLL   Chronisch lymphatische Leukämie 
CRP   “collagen-related peptide” 
DAG   Diacylglycerid 
EC50   „effective concentration“= mittlere effektive Konzentration 
ECM   Extrazelluläre Matrix 
FcRy   Fc-Rezeptor gamma Kette 
GPCR  G-Protein-gekoppelter Rezeptor 
GPVI   Glykoprotein VI 
GPIb   Glykoprotein Ib 
HSA   Humanes Serumalbumin 
IC50   “inhibitory concentration” = mittlere inhibitorische Konzentration 
IE   internationale Einheit 
Ig   Immunglobulin 
IP3   Inositol- 3,4,5-trisphosphat 
ITAM   “immunoreceptor tyrosin based activation motif” 
kDA   Kilodalton 
MCL   Mantelzelllymphom 
MEA   “multiple electrode aggregometry”, Impedanzaggregometrie 
min   Minute 
ml   Milliliter 
MW   Mittelwert 
PBS   “phosphate buffered saline”, Phosphat gepufferte Salzlösung 
PIP2   Phosphatidinosit 4,5-bisphosphat 
PIP3   Phosphatidinosit 3,4,5-trisphosphat 
PI3-Kinase  Phosphoinosit-3-Kinase   
2 
PKC   Proteinkinase C 
PLC2  Phospholipase C2 
SD   “standard deviation”, Standardabweichung 
sek   Sekunde 
TF   “tissue factor” 
TRAP   “thrombin-related peptide” 
TxA2   Thromboxan A2 
vWF   von-Willebrand-Faktor 
XLA   X-linked Agammaglobulinemia, X-chromosomal rezessive  
















Thrombozyten sind kleine (2-3µm), kernlose Zellfragmente, die aus Megakaryozyten 
im Knochenmark entstehen und etwa 10 Tage im Blutkreislauf zirkulieren, bevor sie 
durch Makrophagen in Leber und Milz abgebaut werden. Zentrale Aufgabe der 
Thrombozyten ist es, die Integrität der Barriere zwischen intravasalem und 
interstitiellem Raum aufrechtzuerhalten. Bei Kontakt mit traumatisch verletztem 
Gefäßendothel werden die Thrombozyten rasch aktiviert, sezernieren ihren granulären 
Inhalt und interagieren miteinander, um einen hämostatischen Pfropf zu bilden 
(=Hämostase). Diese thrombozytäre Interaktion ist entscheidend, den Blutverlust nach 
Gewebetrauma gering zu halten und die Wundheilung einzuleiten. Bei Kontakt von 
Thrombozyten mit pathologisch verändertem Gefäßendothel und subendothelialer, 
atherosklerotisch veränderter Intima jedoch, wird dieser physiologische Prozess in 
einen krankhaften Mechanismus verwandelt, der im Verschluss arterieller Gefäße 
resultieren kann (=Atherothrombose). Am häufigsten betroffen sind atherosklerotische 





Die Aktivierung von Thrombozyten, gefolgt von Aggregation und Thrombusbildung 
sind entscheidend, den Blutverlust nach einem Gewebetrauma gering zu halten. 
Die Freilegung der extrazellulären Matrix (ECM) nach Schädigung des 
Gefäßendothels, welches insbesondere aus Kollagenfasern vom Typ I und III besteht,3 
ermöglicht anhaltende Interaktionen zwischen thrombozytären Oberflächenrezeptoren 
und Komponenten der extrazellulären Matrix, was letztlich zur Aktivierung, Adhäsion 
und Aggregation der Thrombozyten führt.  
Die Thrombozytenadhäsion an Kollagen ist ein komplexer Prozess und erfordert das 
Zusammenspiel zahlreicher Thrombozyten-Agonisten, welche über verschiedene 
thrombozytäre Oberflächenrezeptoren, darunter Integrine, Immunglobulin (Ig)-
Rezeptoren sowie G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR), agieren.2  
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Die initiale Adhäsion von Thrombozyten an die geschädigte Gefäßwand unter 
arterieller Blutströmung wird vermittelt durch die Interaktion zwischen dem thrombo-
zytären Glykoprotein GP Ib-V-IX-Komplex und von-Willebrand-Faktor (vWF).4-6  
vWF ist ein multimeres Glykoprotein, welches zum einen in Endothelzellen und -
Granula der Thrombozyten gespeichert wird, zum anderen findet sich vWF in großer 
Menge als zirkulierender Bestandteil im Blutplasma. Die Immobilisation von vWF durch 
Bindung an Matrixproteine der ECM führt zur Verlangsamung vorbeiströmender 
Thrombozyten und transienten Thrombozytenadhäsion durch Interaktion mit GPIb.7 
Bedingt durch eine hohe off-Rate ist die Bindung zwischen von vWF und dem GP Ib-
V-IX-Komplex rasch reversibel und deshalb nicht ausreichend für eine stabile 
Thrombozytenadhäsion an Kollagen. Die Umwandlung in einen stabilen Thrombus 
erfordert zusätzlichen Kontakt zwischen thrombozytären Oberflächenrezeptoren und 
der ECM, vor allem mit Kollagen.4,8,9  
Zu den wichtigsten Thrombozyten-aktivierenden Kollagenrezeptoren zählt das 
Glykoprotein VI (GPVI). Durch Generierung intrazellulärer Signale fungiert GPVI als 
signalweiterleitender Rezeptor im Prozess der thrombozytären Aktivierung, welche 
Voraussetzung für die Thrombozytenadhäsion an Kollagen ist.  
Die scherresistente Thrombozyten-Anheftung an Kollagen wird vermittelt über die 
Integrine 21 und IIb3. Das Integrin 21 fungiert als Adhäsions-Rezeptor der 
Thrombozyten durch direkte Bindung an Kollagen.10,11  
In Folge der Thrombozytenaktivierung durch GPIb, GPVI sowie durch die Wirkung 
sekundärer Mediatoren gelangen diese Integrine von einem Zustand niedriger 
Ligandenaffinität in einen Zustand höherer Affinität. Dieser Prozess wird als „inside-
out“ Signaling bezeichnet und ermöglicht den Integrinen eine wirksame 
Ligandenbindung, wodurch die Adhäsivität der Thrombozyten nochmals verstärkt wird. 
Integrin IIb3 vermittelt durch Bindung über vWF an verletztes Gefäßendothel eine 
stabile Thrombozytenadhäsion, über Bindung des  Glykoprotein Fibrinogen eine 
Vernetzung der Thrombozyten untereinander und gewährleistet somit die 
Thrombozytenaggregation und zusammen mit der anschließenden Fibrinbildung 
Thrombuswachstum und -stabilität.12  
Die Thrombusstabilität und Verankerung an die geschädigte Gefäßwand erfolgt über 
die Wirkung von Fibrin, das über Thrombin aus Fibrinogen gebildet wird.8,9,12 
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Neben der Aktivierung der Integrine führt die Stimulation des thrombozytären GPVI zur 
Konformationsänderung der Thrombozyten („shape change“) sowie zur Exozytose von 
in Thrombozyten gespeicherten Granula. Die Sekretion von adhäsiven Proteinen, wie 
von-Willebrand-Faktor (vWF) und Fibrinogen aus -Granula sowie sekundären 
Mediatoren (ADP) aus elektronendichten Granula, bedingt, neben der Produktion und 
Freisetzung von Thromboxan A2, die Aktivierung weiterer Thrombozyten.2,13,14 
Wesentliche Aufgabe der sekundären Mediatoren, darunter ADP, Thromboxan A2 
und Thrombin, ist eine Verstärkung der Thrombozytenaktivierung. 
Diese wirken als positive Feedback-Mediatoren über die Aktivierung G-Protein-
gekoppelter Rezeptoren (GPCR) und bewirken eine verstärkte Aktivität der Integrine 
sowie der GPVI-abhängigen Signalübertragung und unterstützen so die 







(1) Die initiale Thrombozytenadhäsion wird vermittelt über die Interaktion zwischen GPIb und vWF. (2) 
Die nachfolgende Interaktion zwischen GPVI und Kollagen induziert die weitere zelluläre Aktivierung, 
gefolgt von einer (3) Konformationsänderung der Integrine in einen Zustand hoher Ligandenaffinität und 
der Freisetzung sekundärer Mediatoren, vor allem ADP und Thromboxan A2.  
Die feste Thrombozytenadhäsion an Kollagen durch aktiviertes Integrin 21 (direkt) und IIb3 
(indirekt über vWF) resultiert in einer Verstärkung der GPVI-abhängigen Signalkaskade, vermehrter 
Freisetzung sekundärer Mediatoren sowie in einem Zustand prokoagulatorischer Aktivität der 
Thrombozytenoberfläche. (4) Die Bindung von Fibrinogen an hochaffines Integrin IIb3 führt durch 
Vernetzung benachbarter Thrombozyten zum Wachstum des Thrombozytenaggregats. Freigesetztes 
ADP und Thromboxan A2 verstärken die Aktivierung der Integrine und somit das Thrombuswachstum 
durch Aktivierung zusätzlicher Thrombozyten. vWF= von Willebrand Faktor, GPIb= Glykoprtein Ib, 

































































Abbildung 1 : Mechanismus der Thrombozytenadhäsion an subendotheliales Kollagen nach 
Gefäßverletzung und nachfolgende Thrombozytenaggregation (verändert nach „Ruggeri, 




Abbildung 2 : Mechanismus der Thrombozytenadhäsion an subendotheliales Kollagen nach 
G fäßverletzung und nachfolgende Thrombozytenaggregation (v rändert nach „Ruggeri, 




2.3 Thrombozytäre Oberflächenrezeptoren 
 
2.3.1 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 
 
Die meisten löslichen Thrombozyten-Agonisten, darunter Adenosindiphosphat (ADP), 
Thromboxan A2 (TxA2) und Thrombin, wirken über G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 
(GPCR). ADP wird aus geschädigten Gefäßendothelzellen sowie aktivierten 
Thrombozyten freigesetzt und vermittelt über die Bindung an die beiden 
thrombozytären ADP-Rezeptoren P2Y1 und P2Y12 eine Verstärkung der 
Thrombozytenaktivierung sowie eine Zunahme der prokoagulatorischen Aktivität der 
Thrombozytenmembran. Durch räumliche Veränderung der gerinnungsaktiven 
Phospholipide der Plättchenmembran wird die Bindung von im Blut zirkulierenden 
Gerinnungsfaktoren an die Thrombozytenoberfläche ermöglicht. 
P2Y1 ist verantwortlich für die ADP-induzierte Calcium-Freisetzung, welche für den 
thrombozytären „shape change“ und die Thrombozytenaggregation erforderlich ist.15  
Der P2Y12-Rezeptor ist pharmakologischer Angriffspunkt der Thienopyridine, wie 
beispielweise Clopidogrel, welche klinisch als Thrombozytenaggregationshemmer zur 
sekundären Prävention kardiovaskulärer Ereignisse eingesetzt werden.15-17  
Neben ADP fungiert Thromboxan A2 (TxA2) als weiterer positiver Feedback-Mediator 
im Prozess der Thrombozytenaktivierung. TxA2 wird von Thrombozyten mithilfe der 
Cyclooxygenase 1 aus Arachidonsäure gebildet. Durch Wirkung über die 
thrombozytären Thromboxanrezeptoren TP und TP führt freigesetztes Thromboxan 
A2 zur Aktivierung weiterer Thrombozyten und unterstützt so die Thrombozyten-
aggregation und -sekretion.  
Thrombin gilt als effektivster Aktivator der Thrombozyten und ist durch Umwandlung 
von Fibrinogen in Fibrin verantwortlich für die Stabilisierung des thrombozytenreichen 
Thrombus. Geringe Mengen Thrombin werden bei Kontakt mit „tissue factor“ TF und 
dem im Plasma zirkulierenden Gerinnungsfaktor VIIa gebildet. Das auf diesem Wege 
entstehende Thrombin ist jedoch nicht ausreichend für die eigentliche Fibrinbildung, 
aktiviert aber die zusätzliche Bildung von Thrombin auf der Thrombozytenoberfläche, 
was eine rasche Zunahme der Thrombinproduktion zur Folge hat. 
Im Zentrum der Thrombozytenstimulation via G-Protein-gekoppelter Rezeptoren steht 
die Aktivierung der Phospholipase Cβ, welche durch Bildung der second messenger 
8 
Inosittrisphosphat (IP3) sowie Diacylglycerid (DAG) die Aktivierung der Proteinkinase 
C (PKC) und die Freisetzung von intrazellulärem Calcium bewirkt. Folge ist die 
Thrombozytenadhäsion, Integrin IIb3-vermittelte Thrombozytenaggregation, 
Degranulation sowie Schaffung eines Zustands prokoagulatorischer Aktivität.2,15  
 
 
2.3.2 Glykoprotein Ib 
 
 
Das Glykoprotein GPIb ist Bestandteil des thrombozytären GP Ib-IX-V Rezeptor-
komplex, welcher zu einem der wichtigsten Adhäsionsrezeptoren zirkulierender 
Thrombozyten zählt. GP Ib-IX-V besteht aus vier verschiedenen glykosylierten 
Polypeptiden - GPIbα, GPIbβ, GPIX und GPV. Wichtiger Ligand des thrombozytären 
Rezeptorkomplex ist vWF, der über GPIbα gebunden wird.18,19 
Wesentliche Aufgabe des thrombozytären GPIb ist die initiale Thrombozytenadhäsion 
an vWF. Die Rolle der GP Ib/vWF-Interaktion für die Thrombozytenaktivierung ist 
insbesondere dann von Bedeutung, wenn durch veränderte hämodynamische 
Bedingungen erhöhte Blutströmungsgeschwindigkeiten entstehen, was vornehmlich in 
atherosklerotisch okkludierten Arterien auftritt.4,13 vWF ist ein multimeres Glykoprotein, 
bestehend aus über Disulfidbrücken verbundenen Untereinheiten, welche 
Bindungsstellen für interagierende Partner enthalten. Die Multimere des vWF besitzen 
eine globuläre Struktur, bei welcher die funktionellen Bindungsstellen im Inneren 
verdeckt sind. Erst durch scherkraftinduzierte Konformationsänderung des vWF 
werden die Bindungsstellen exponiert und begünstigen Interaktionen mit der 
Gefäßwand, insbesondere Kollagen und thrombozytärem GPIb. GPIbα bindet die A1 
Domäne des, durch Bindung an subendotheliales Kollagen immobilisierten, vWF. Die 
Bindung von vWF an Kollagen verletzter Blutgefäße wird vermittelt über dessen A1 
und A3 Domäne.20 Die Bindung zwischen GPIb und vWF ist jedoch wenig stabil und 
dient insbesondere der Verlangsamung und Adhäsion vorbeiströmender 
Thrombozyten.6 Über die Bindung von vWF an GPIb werden ähnlich wie nach GPVI-
Aktivierung (s.u.) die Tyrosin-Kinasen Lyn und Syk aktiviert,21 welche die Bildung eines 
Signalkomplex aus Adapterproteinen und Enzymen, darunter Btk und Phospholipase 
Cγ2, initiieren.  
Btk wird dabei durch die Kinasen Syk und Lyn phosphoryliert, dann autophosphoryliert 
und bedingt die Phosphorylierung und Aktivierung der PLCγ2.22,23 
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Die GPIb/vWF-Interaktion wird derzeit als pharmakologischer Angriffspunkt zur 
Prävention und Behandlung des akuten ischämischen Schlaganfalls untersucht.  
Durch Applikation von GPIbα Fab- Antikörpern sowie defizientem vWF konnte im 
Mausmodell die Schwere des akuten ischämischen Schlaganfalls reduziert, eine 
sekundäre Zunahme des Infarktareals verhindert und der neurologische Zustand 
verbessert werden. Trotz Hemmung der für die initiale Thrombozytenaktivierung 
essentiellen GPIb/vWF-Interaktion konnten keine begleitenden Blutungs-
komplikationen beobachtet werden.24,25 
 
 
2.3.3 Glykoprotein VI  
 
Glykoprotein VI (GPVI) ist einer der beiden Kollagenrezeptoren der Thrombozyten. Er 
vermittelt deren Aktivierung, Aggregation, Degranulation und Gerinnungsaktivität.14 
GPVI (62kDa) zählt zu den Typ I Transmembranrezeptoren der Immunglobulin (Ig)-
Superfamilie und wird ausschließlich auf der Oberfläche von Megakaryozyten und 
Thrombozyten exprimiert. GPVI besteht aus zwei extrazellulären Ig-Domänen, einem 
mucinreichen Stiel sowie einer zytosolischen Sequenz, bestehend aus 51 
Aminosäuren. Der transmembranäre Teil von GPVI ist nicht-kovalent über eine 
Salzbrücke mit einem Homodimer von zwei Fc-Rezeptor- (FcR) Ketten verbunden, 
welche kovalent über eine Disulfidbrücke verbunden sind. Die Assoziation von GPVI 
mit FcR ist von essentieller Bedeutung für die Expression von GPVI auf der 
Oberfläche der Thrombozyten und für dessen Signalübertragung.26 Jede der beiden 
FcR-Ketten enthält jeweils ein ITAM („immunoreceptor tyrosin-based activation 
motif“) als signalübertragende Untereinheit.27 Der zytoplasmatische Teil des GPVI-
Rezeptors enthält eine prolinreiche Sequenz, welche spezifisch an die SH3-Domäne 
der Src Kinasen Lyn und Fyn bindet.28 Crosslinking des GPVI-Rezeptors durch 
Ligandenbindung ermöglicht den Src Kinasen zwei Tyrosinreste der ITAM-
Untereinheit zu phosphorylieren. Nach Phosphorylierung der ITAM-Sequenz bindet 
Syk eine weitere Protein-Tyrosin-Kinase, mit seinen tandem SH2 Domänen, an das 
phosphorylierte ITAM und wird durch die Src Kinasen phosphoryliert und 
autophosphoryliert. Aktiviertes Syk initiiert dann eine Signalkaskade und zusammen 
mit Lyn und Fyn die Bildung eines Signalosoms. Wesentliche Bestandteile des 
Signalosoms sind die Adapterproteine SLP-76 und LAT sowie einige weitere 
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Signalenzyme, darunter die PI3-Kinase, die Kinasen Btk und Tec sowie Proteinkinase 
C (PKC). Gemeinsam regulieren diese das wesentliche Effektorenzym der GPVI-
abhängigen Signalkaskade, die PLC2, welche, wie oben beschrieben, zur Bildung der 
second messenger Diacyglycerid (DAG) sowie Inosittrisphosphat (IP3) und zur 
Thrombozytenaggregation und -sekretion führt..8,14,26 
In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass durch direkte GPVI-
Antagonisten (GPVI-Antikörper, rekombinantes GPVI-Fc) die atherosklerotische 
Plaque-induzierte Thrombozytenaggregation, welche wesentliche Ursache für 
Herzinfarkt und Schlaganfall ist, gehemmt werden kann ohne dabei die physiologische 
Hämostase zu beeinflussen. Wesentliche thrombogene Plaquekomponenten sind 
Kollagenfasern vom Typ I und III, welche unter statischen Bedingungen und unter 
arterieller Strömung die Thrombozyten über die Aktivierung von GPVI und nicht das 
Integrin α2β1 (zweiter Kollagenrezeptor) aktivieren.29-33 Die zentrale Rolle des GPVI 
innerhalb der Plaque-induzierten Thrombozytenaggregation macht diesen zu einem 







Integrine sind heterodimere, transmembranäre Proteine, die aus einer - und einer - 
Untereinheit bestehen. Von den auf Thrombozyten exprimierten Integrin-Rezeptoren 
sind zwei entscheidend für die Thrombozytenaktivierung und -adhäsion: das Integrin 
21 und das Integrin IIb3. Die Aktivität der Integrine wird reguliert durch 
Thrombozyten-Agonisten, die die Affinität der Integrine zu adhäsiven Liganden durch 
sogenanntes „inside-out“ Signaling verstärken. Im Gegenzug triggert die 
Ligandenbindung und Komplexbildung „outside-in“ Signale, die Signalkaskaden 
während Thrombozytenaktivierung und -aggregation verstärken.12   
Integrin 21, auch bekannt als GPIa/IIb, zählt neben GPVI zu den thrombozytären 
Kollagenrezeptoren und fungiert hauptsächlich als Adhäsionsrezeptor.10,11 Die 
Bindung von 21 an Kollagen bewirkt indirekt durch Verstärkung der GPVI-
abhängigen Signalkaskade sowie direkt durch Initiierung intrazellulärer Signale eine 
zelluläre Aktivierung. Letzteres „outside-in“-Signaling beinhaltet, ähnlich der GPVI- 
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abhängigen Signalübertragung, die Effektorproteine Src, Syk und PLC2.14,34 Somit 
teilen die beiden Kollagenrezeptoren GPVI und 21 trotz unterschiedlicher Struktur 
wichtige Effektorproteine und bewirken eine wechselseitige Signalverstärkung.  
Integrin IIb3, auch bekannt als GPIIb/IIIa, ist mit einer Expression von 50.000-
70.000 Molekülen pro Zelle das bedeutendste Integrin auf der 
Thrombozytenoberfläche. Integrin IIb3 vermittelt durch die Bindung an Kollagen-
gebundenem vWF sowie durch Bindung an Fibrinogen, vor allem unter arterieller 
Blutströmung eine stabile Thrombozytenadhäsion und -aggregation.13,14,  
Die Bindung von Fibrinogen an Integrin IIb3 induziert „outside-in“ Signale, welche 
über eine Aktivierung von Src-Kinasen35, Syk, und PI3-Kinase, auch Btk stimulieren, 




2.4 Bruton Tyrosin Kinase (Btk) 
 
2.4.1 Btk-Entdeckung, Struktur, Expression und Aktivierung 
 
Btk wird kodiert durch das XLA-Gen, ein 37kb großes DNA-Fragment auf Chromosom 
Xq2236,37 und findet sich in Zellen hämatopoetischer Abstammung, darunter B-Zellen, 
Monozyten, Neutrophile, natürliche Killerzellen und Thrombozyten. Btk spielt eine 
unerlässliche Rolle innerhalb der B-Zell-Lymphopoese. Durch Aktivierung von 
positiven Zellzyklusregulatoren und Differenzierungsfaktoren reguliert Btk die 
Entwicklung und Differenzierung von B-Zellen und kontrolliert Proliferation und 
Überleben durch Regulation von pro- und antiapoptotischen Proteinen.38-42 
Die Rolle der Bruton Tyrosin Kinase (Btk) gewann erstmals an Bedeutung, als die 
Ursache der X-chromosomal-rezessiv vererbten Agammaglobulinämie (XLA) mit einer 
Mutation der Tec Kinase Btk, auch bekannt als ATK (Agammaglobulinämie 
Tyrosinkinase) oder BPK (B-Zell-Progenitorkinase) in Verbindung gebracht wurde.43,44 
Die Entdeckung der Agammaglobulinämie geht zurück auf Ogden C. Bruton 1952, der 
als Ursache für die Immundefizienz eines Jungen mittels Elektrophorese einen Mangel 
an Gammaglobulin als zugrundeliegenden Krankheitsmechanismus identifizierte.45 
XLA verursacht durch mangelnde Expression von Btk oder durch funktionell defekte 
Btk, welche eine entscheidende Rolle im B-Zell-Rezeptor-Signalweg einnimmt, eine 
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unzureichende B-Zellreifung mit niedrigem Anteil zirkulierender B-Lymphozyten sowie 
niedrige Immunglobulin-Spiegel.46-48   
Btk (76 kDa) zählt zur Familie der Tec Kinasen, welche aus den weiteren Mitgliedern 
Tec, Itk, Bmx und Txk/Rlk besteht. Die Familie der Tec Kinasen gehört, neben Syk und 
Src, der Gruppe der zytosolischen Nicht-Rezeptor-Tyrosin-Kinasen an, welche eine 
entscheidende Rolle u.a. im Signalweg ITAM-abhängiger Rezeptoren einnehmen. Btk 
besteht aus einer N-terminalen Pleckstrin-homologen Domäne (PH), gefolgt von 
prolin- und cysteinreichen Regionen, welche zusammen als Tec-homologe (TH) 
Domäne bezeichnet werden, den Src-homologen Domänen SH3 und SH2 sowie der 
katalytischen C-terminalen Domäne (SH1). Die initiale Aktivierung der Btk erfolgt 
innerhalb der katalytischen SH1-Domäne, welche den Tyrosinrest 551 (Y551) enthält. 
Die weitere Aktivierung findet innerhalb der SH3-Domäne statt, in welcher die 




Btk (76kDa) besteht aus 659 Aminosäuren und gehört zur Familie der Tec Kinasen. Btk besteht aus 
fünf verschiedenen Regionen: einer Pleckstrin-homologen Domäne (PH), einer Tec-homologen 
Domäne (TH), Src-homologen Domänen (SH3, SH2) sowie einer Kinase-Domäne (SH1). Btk verfügt 
über zwei Tyrosin-Phosphorylierungsstellen – Y551 innerhalb der SH1-Domäne sowie Y223 innerhalb 
der SH3-Domäne. Zu den wichtigsten mit Btk interagierenden Partnern zählen die Kinase Lyn, PIP3 































Abbildung 2: Bruton Tyrosin Kinase (Btk)- Struktur und interagierende Partner (verändert nach 
Mohamed et al.  „Bruton’s tyrosine kinase (Btk): function, regulation, and transformation with 
special emphasis on the PH domain“, Immunol Rev., 2009) 
 
Abbildung 4: Bruton Tyr si  Kinase (Btk)- Struktur und i teragier nde Partner (verändert nach 
Mohamed et al.  „Bruton’s tyrosine kinase (Btk): function, regulation, and transformation with 
























Im physiologischen Gleichgewichtszustand unstimulierter Zellen ist Btk vorwiegend 
zytosolisch lokalisiert, unphosphoryliert und katalytisch inaktiv. Die Btk-Aktivierung ist 
ein komplexer Prozess, der vor allem in B-Lymphozyten untersucht wurde (Abb. 3) 
und in Thrombozyten nach GPVI-Aktivieung ähnlich abläuft. Die Translokation der Btk 
an die Plasmamembran51,52 ist wesentliche Voraussetzung für die Phosphorylierung 
und Aktivierung der Kinase. Die Aktivierung des B-Zell-Rezeptors nach 
Antigenbindung führt zur Rekrutierung und Aktivierung der Phosphatidinosit 3-Kinase 
(PI3-Kinase), welche membrangebundenes Phosphatidinosit 4,5-bisphosphat (PIP2) 
in Phosphatidinosit 3,4,5-trisphosphat (PIP3) umwandelt (Abb. 3). Durch Interaktion 
der N-terminalen PH-Domäne mit PIP3 wird die zytosolisch gelegene Btk an die 
zelluläre Plasmamembran transloziert.53,54 Dort wird sodann die membranassoziierte 
Btk durch die Src Kinase Lyn am Tyrosinrest 551 (Y551) phosphoryliert, was in einer 
Verstärkung der katalytischen Aktivität der Btk resultiert (Abb. 2, Abb. 3).54-56 
Nachfolgende Btk-Autophosphorylierung am Tyrosinrest 223 (Y223) innerhalb der 
SH3-Domäne führt zur Stabilisierung der aktiven Form und vollständigen Aktivierung 
der Btk (Abb. 2, Abb. 3). Die Phosphorylierung der beiden Tyrosinreste Y551 sowie 
Y221 ist essentiell für die vollständige Aktivierung und katalytische Aktivität der Btk.56 
Aktivierte Btk führt durch direkte Interaktion der SH2-Domäne mit PLC250 zur 
Phosphorylierung und Aktivierung der PLC2 (Abb. 2, Abb. 3) mit nachfolgender 





































(1) Aktivierung des B-Zell-Rezeptors nach Antigenbindung führt durch (2) Interaktion der zytosolisch 
gelegenen Btk mit PIP3 zur Translokation der Btk zur Plasmamembran. (3) Phosphorylierung der Btk 
durch die Src Kinase Lyn, gefolgt von der Btk-Autophosphorylierung resultiert in einer vollständigen 
Aktivierung der Btk. (4) Aktivierte Btk triggert die Aktivierung der PLC2, welche unter Bildung der 
second messenger DAG und IP3 zur Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) sowie zur Freisetzung von 
intrazellulärem Calcium führt.  
BCR= B-Zell-Rezeptor, ITAM = “immunoreceptor tyrosin-based activation motif”, cBtk= zytosolische Btk, 
mBtk= membranassoziierte Btk, PIP3 = Phosphatidinosit 3,4,5-trisphosphat; PLC2 = Phospholipase 

















































Abbildung 3: Btk-Signaltransduktion (verändert nach Akinleye et al. „Ibrutinib and novel BTK 
inhibitors in clinical development“, Journal of Hematology&Oncology 2013) 
 
Abbildung 6: Btk-Signaltransduktion (verändert nach Akinleye et al. „Ibrutinib and novel BTK 






















2.4.2 Bedeutung der Btk für die Thrombozytenfunktion 
 
Die Ähnlichkeit der GPVI-abhängigen Thrombozytenaktivierung mit der Signalkaskade 
des B-Zell-Antigen-Rezeptors und die Bedeutung der PLC2, als zentrales 
Effektorenzym Thrombozyten-aktivierender Signalwege, legt einen ähnlichen 
Aktivierungsweg und eine ähnliche Funktion für Btk in Thrombozyten nahe.  
Mittels Immunoblotting bestätigten Futatani et al die Expression von Btk in 
Thrombozyten, deren Expressionslevel nahezu dem Level in B-Zellen und Monozyten 
entspricht. Ein Vergleich der Thrombozytenzahl gesunder Kontrollen mit der von XLA-
Patienten ergab keine Unterschiede, was schließen lässt, dass die Abwesenheit von 
funktionierender Btk die Produktion von Thrombozyten aus Megakaryozyten sowie das 
Überleben der Thrombozyten nicht nachteilig beeinflusst.60,61  
Die funktionelle Rolle der Btk innerhalb thrombozytärer Signalkaskaden wurde durch 
Untersuchungen an Thrombozyten von XLA-Patienten nachgewiesen.62 Btk-defiziente 
Thrombozyten zeigten in vitro nach Stimulation mit Kollagen bzw. „collagen-related 
peptide“ (CRP), einem GPVI-Rezeptor-Agonist, eine signifikant verminderte 
Thrombozytenaggregation, Degranulation sowie Freisetzung von intrazellulärem 
Calcium, was zurückzuführen war auf eine verminderte Phosphorylierung der PLC2. 
Während eine Hemmung der Thrombozytenaggregation nach Stimulation mit 
niedrigen CRP-Konzentrationen (1-5µg/ml) beobachtet werden konnte, zeigte sich die 
Aggregation Btk-defizienter Thrombozyten nach Stimulation durch höhere CRP-
Konzentrationen (>5µg/ml) nicht gehemmt. Auch nach Stimulation mit submaximalen 
Kollagenkonzentrationen (0,25-2µg/ml) konnte eine deutlich reduzierte 
Thrombozytenaggregation der Btk-defizienten Thrombozyten beobachtet werden. 
Insgesamt war die Reduktion der Thrombozytenaggregation der Btk-defizienten 
Thrombozyten nach Stimulation mit Kollagen weniger stark ausgeprägt als nach 
Stimulation mit CRP. Dies liegt möglicherweise daran, dass Kollagen im Gegensatz zu 
CRP neben GPVI zusätzlich Integrin α2β1 bindet. Die Thrombozytenaktivierung durch 
Thrombin, welches G-Protein-gekoppelte Rezeptoren aktiviert, hingegen zeigte sich 
unbeeinflusst.62  
Tec ist eine weitere Tyrosinkinase der Tec-Familie, welche ebenfalls in Thrombozyten 
exprimiert wird und möglicherweise einen Mangel an Btk in Thrombozyten 
kompensieren kann.63 Die Phosphorylierung und Aktivierung von Tec wird wie bei Btk 
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nach GPVI Aktivierung beobachtet, wobei die Phosphorylierungskinetik von Tec der 
von Btk entsprach. Die Tec-Aktivierung fand auch statt in XLA Thrombozyten, was 
zeigt, dass Tec unabhängig von Btk aktiviert werden kann und vermuten lässt, dass 
außer Btk auch Tec für die Antworten GPVI-aktivierter Thrombozyten wichtig ist. 63 
Das Fehlen einer Blutungsdiathese bei XLA-Patienten ist daher möglicherweise auf 
die Expression von Tec zurückzuführen. Es konnte in der Tat an Btk¯/Tec¯ defizienten 
Mäusen nachgewiesen werden, dass Tec die Abwesenheit von Btk nach GPVI-
Aktivierung zumindest teilweise kompensiert. Im Gegensatz zur geringen Reduktion 
der Aggregation defizienter Btk (Btk¯) Thrombozyten, stimuliert mit hohen 
Kollagenkonzentrationen, zeigten Thrombozyten von Btk¯/Tec¯ defizienten Mäusen 
eine stark verminderte Thrombozytenaggregation nach Stimulation mit hohen 
Kollagenkonzentrationen und keine Aggregation nach CRP-Stimulation. Weiterhin 
wurde in Mäusen mit Btk¯ eine um mehr als die Hälfte verminderte Phosphorylierung 
der PLC2 nach Stimulation mit Kollagen nachgewiesen, wohingegen sich nur eine 
geringe Minderung in Tec¯ Mäusen zeigte. Die größte Minderung der PLC2-
Phosphorylierung zeigte sich bei Btk¯/Tec¯ defizienten Thrombozyten nach 
Stimulation mit CRP.40 
Diese Beobachtungen zeigen, dass Btk durch  Regulation der Phosphorylierung und 
Aktivierung der PLC2 nur nach geringgradiger GPVI-Stimulation essentiell für die 
Thrombozyten-Aktivierung ist. Die zusätzliche Reduzierung der PLC2- Aktivierung bei 
Abwesenheit von sowohl Btk, als auch Tec, legt eine kompensatorische Rolle der 
Kinase Tec für die Regulation der PLC2 in Abwesenheit von Btk nahe. Tec kann zwar 
zu einem begrenzten Ausmaß defiziente Btk kompensieren, nimmt jedoch insgesamt 
nur eine untergeordnete, minimale Rolle für die Regulation der thrombozytären PLC2 
ein.40  
Der Nachweis einer ausbleibenden Tyrosin-Phosphorylierung der Btk nach Stimulation 
mit Thrombin, im Vergleich zur starken Phosphorylierung und Aktivierung nach 
Stimulation mit Kollagen, deutet darauf hin, dass die Phosphorylierung von Btk in 
Thrombozyten durch Rezeptoren verursacht wird, die über eine ITAM-Untereinheit 
reguliert werden, weniger durch Thrombozyten-Agonisten, die über andere 
Signalwege auf Thrombozyten einwirken.40,62,63  
Liu et al zeigten durch Untersuchungen an Mäusen, dass Btk essentiell für die vWF-
vermittelte Aggregation nach Botrocetin-Stimulation in statischen Experimenten und 
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die GP Ib-V-IX/vWF vermittelte Bildung stabiler Thrombi in vivo erforderlich ist. Die 
Bindung von vWF an GP Ib-V-IX-Komplex führte zur Btk-Phosphorylierung, 
Aktivierung des Integrin IIb3, gefolgt von Thrombozytenaggregation sowie 
Produktion von TxA2. Dabei war die TxA2-Produktion abhängig von der vWF/GP Ib-IX-
V-Interaktion und der nachfolgenden Integrin IIb3-Aktivierung. Die Stimulation Btk-
defizienter Thrombozyten von Mäusen mit vWF führte weder zur Thrombozyten-
aggregation, noch zu einer messbaren TxA2-Produktion. Die Signalkaskade, die zur 
Btk Aktivierung führte, war ähnlich wie nach GPVI-Aktivierung. Sie wurde initiiert durch 
die Kinase Lyn und ist abhängig von Syk und PI3-Kinase Aktivierung. Btk Aktivierung 
führte dann zu PLC2- sowie Proteinkinase C-Aktivierung.23,64 
Im Kontrast zum GPVI-vermittelten Signalweg gibt es keine Ergebnisse für eine 
Beteiligung der Kinase Tec innerhalb der GPIb-abhängigen Signalkaskade. Die 
Signalantwort Btk-defizienter Thrombozyten auf eine induzierte vaskuläre 
Endothelschädigung im Mausmodell in vivo resultierte in der Bildung instabiler 
Thrombi, welche die Autoren auf eine mangelnde GPIb/vWF-Interaktion 
zurückführten.23 
Essentiell für die Btk/Tec-Phosphorylierung in Thrombozyten und für die 
Thrombozytenaggregation nach Kollagenstimulation ist auch die PI3-Kinase-
abhängige Signalkaskade, was durch Untersuchungen mit PI3-Kinase-Hemmern 
belegt wurde. Unterschiedliche PI3-Kinase-Hemmer hemmten in vitro die Kollagen-
induzierte Btk-Phosphorylierung. Der Mechanismus  wurde  in Kapitel 2.4.1 
ausgeführt.63  
Ergebnisse von Laffargue et al zeigten, dass die Aktivierung und Phosphorylierung der 
Btk wesentlich von der Integrin IIb3-vermittelten Thrombozytenaggregation sowie 
der PI3-Kinase abhängig ist. So resultiert die Suppression der Thrombin-stimulierten 
Thrombozytenaggregation durch Hemmung der Fibrinogenbindung an Integrin IIb3 
in einer Verminderung der Btk-Phosphorylierung. Nach Einsatz von Wortmannin, 
einem PI3-Kinase-Hemmer, blieb die Translokation von Btk zur Plasmamembran und 
deren nachfolgende Phosphorylierung aus. Btk könnte somit nicht nur relevant für die 
Thrombozytenadhäsion- und aktivierung, vermittelt durch Exposition extrazellulärer 
Matrixkomponenten via GPVI und GPIb/vWF, sein, sondern auch bei der 
Thrombozytenaggregation und der Thrombozytenadhäsion an Fibrinogen, welche 
abhängig von Integrin IIb3 ist, eine Rolle zu spielen.65 
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2.5 Irreversible Bruton Tyrosin Kinase Inhibitoren (Btk-Inhibitoren) 
 
Die Btk-Aktivierung nach B-Zell-Rezeptorstimulation reguliert Proliferation, 
Differenzierung und Zellmigration und ist essentiell für die Regulation der B-Zell-
Entwicklung.66,67 Eine dysregulierte Btk-Aktivität stellt die Ursache für die Entstehung 
und Aufrechterhaltung von B-Zell-lymphoproliferativen Erkrankungen68-70 sowie 
Autoimmunerkrankungen71 dar. Die pharmakologische Hemmung der Btk durch 
Entwicklung irreversibler Inhibitoren hat sich als erfolgreiche therapeutische Strategie 
zur Behandlung B-Zell-abhängiger Malignitäten erwiesen.72 
Alle hier untersuchten Btk-Inhibitoren gehören zu den irreversiblen Btk-Inhibitoren, 
welche über die kovalente Bindung an Cys-481 innerhalb der Kinasedomäne von Btk 
irreversibel dessen enzymatische Aktivität hemmen.  
 
2.5.1 Ibrutinib – Btk-Inhibitor der ersten Generation 
 
Ibrutinib (PCI-32765) ist der erste oral verfügbare, selektive, irreversible Btk-Inhibitor, 
der erfolgreich in der Therapie B-Zell-abhängiger maligner Erkrankungen eingesetzt 
wird. Ibrutinib findet derzeit klinische Anwendung in der Therapie der chronisch 
lymphatischen Leukämie (CLL) sowie des Mantelzelllymphoms (MCL).73 Durch 
kovalente Bindung an den Cysteinrest 481 (Cys-481) innerhalb der ATP-
Bindungsstelle der Btk,74 welche sich innerhalb der SH1-Domäne befindet, führt 
Ibrutinib zu einer irreversiblen Blockade der enzymatischen Aktivität. Die zusätzliche 
Hemmung der Btk-Autophosphorylierung am Tyrosinrest Y223 durch Ibrutinib 
resultiert in einer vollständigen Btk-Blockade.73 Neben der Bindung an Cys-481 der 
Btk (on-target), bindet Ibrutinib in vitro in höheren Konzentrationen an  Kinasen, welche 
ebenfalls über ein Cystein in der ATP-Bindungstasche der Kinasedomäne verfügen, 
darunter insbesondere an EGFR, Itk und Tec, und hemmt diese.73,75 Darüber hinaus 
kann Ibrutinib in höheren Konzentrationen auch Kinasen der Src-Familie 
(Lyn,Fyn,Yes) hemmen.73,75 Diese off-target Wirkungen könnten manche 
unerwünschte Nebenwirkungen bei Patienten unter Ibrutinib Therapie, darunter 




2.5.1.1 Ibrutinib: Hemmung der Thrombozytenfunktion und Blutungen unter 
Therapie von Patienten mit malignen B-Zell Erkrankungen  
 
Bei bis zu 50 Prozent der mit Ibrutinib behandelten Patienten wurden 
Blutungsereignisse berichtet. Die Mehrheit der in klinischen Studien beschriebenen 
Blutungsereignisse waren von geringgradiger Ausprägung (Grad 1 und 2), darunter 
insbesondere spontane subkutane Blutungen, Zahnfleischblutungen, Epistaxis, 
petechiale Blutungen sowie Hämaturie. Etwa 5 Prozent der Patienten präsentierte 
höhergradige (Grad 3) Blutungen.76-79 Die beobachteten Blutungsereignisse, welche 
nicht mit einer Thrombozytopenie assoziiert sind,80 lassen eine Dysfunktion der 
Thrombozyten vermuten. Dafür spricht zum einen das klinische Muster der Blutungen, 
was mit einem Defekt der primären Hämostase vereinbar ist, sowie fehlende 
Abnormalitäten der klassischen Gerinnungsparameter.80,81  
Verschiedene Untersuchungen wurden zur Klärung der möglichen Blutungsursache 
unter Therapie mit Ibrutinib durchgeführt.  
Levade et al untersuchten den Einfluss von Ibrutinib auf die Thrombozytenaktivierung, 
induziert durch verschiedene Thrombozytenstimuli in vitro und ex vivo bei Patienten 
unter Ibrutinib Therapie. In einer Konzentration von 0,5µM, welche im Bereich der 
maximalen Blutplasmakonzentration der mit Ibrutinib behandelten Patienten liegt, 
zeigte Ibrutinib in vitro keine Wirkung auf die durch Thromboxan A2, „thrombin-related 
peptide“ (TRAP) sowie Thrombin induzierte Aggregation gewaschener Thrombozyten. 
Jedoch konnte eine dosisabhängige Hemmung der Kollagen-induzierten Aggregation 
gewaschener Thrombozyten und der Thrombozytenaggregation in PRP durch Ibrutinib 
nachgewiesen werden, welche die Autoren auf die verminderte Btk-Aktivierung und 
Btk-abhängige Phosphorylierung der PLC2 zurückführten. Außerdem konnte 
nachgewiesen werden, dass die Inkubation von Ibrutinib mit Thrombozyten gesunder 
Spender zu einer verminderten Thrombozytenadhäsion an immobilisierten vWF unter 
arterieller Strömung bei hohen Scherraten führt. Alle untersuchten Patienten mit 
Blutungsdiathese unter Therapie zeigten eine starke Hemmung der Kollagen-
induzierten Aggregation in PRP. Thrombozyten von Patienten mit Blutungsereignissen 
adhärierten unter Blutströmung kaum an vWF im Vergleich mit Patienten ohne 
Blutungskomplikationen.82  
Ähnliche Ergebnisse beobachteten Bye et al in Untersuchungen der 
Thrombozytenfunktion an mit Ibrutinib behandelten Patienten. Während eine 
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Stimulation der Thrombozyten mit Kollagen bzw. CRP in einer kompletten 
Thombozytenaggregationshemmung resultierte, zeigte sich die durch die 
Thrombozytenstimuli ADP, TRAP und  ein Thromboxan-Analogon induzierte 
Thrombozytenaggregation nicht gemindert.83 
In einer weiteren Studie konnte bei Patienten unter Therapie mit Ibrutinib ein 
Zusammenhang zwischen der Minderung der Kollagen-abhängigen 
Thrombozytenaggregation von PRP und dem Auftreten klinischer Blutungsereignisse 
festgestellt werden: Patienten, bei welchen Blutungsereignisse aufgetreten waren, 
zeigten eine signifikant niedrigere maximale Thrombozytenaggregation nach 
Stimulation mit Kollagen im Vergleich zu Patienten ohne nachgewiesene 
hämostatische Komplikationen.84 
Ein Vergleich der Wirkung von Ibrutinib in vitro auf die Kollagen-stimulierte 
Thrombozytenaggregation in Suspension und die Thrombozytenadhäsion an Kollagen 
unter arterieller Strömung ergab, dass die durch Ibrutinib verursachte 
Thrombozytenadhäsionshemmung milder ausgeprägt war. Die Thrombozyten 
adhärierten zwar an Kollagen, was sich in einer unverminderten thrombozytären 
Bedeckung der Kollagenfasern zeigte, bildeten jedoch instabile 
Thrombozytenaggregate.85 
Die durch das Integrin IIb3 vermittelte Thrombozytenadhäsion an Fibrinogen, 
gefolgt von der Bildung stabiler Thrombozytenaggregate, zeigte sich durch Ibrutinib in 
vitro gehemmt. Die Kombination von Ibrutinib mit Cangrelor, einem reversiblen P2Y12-
Antagonisten, äußerte sich in einer additiven Hemmung der Plättchenthrombusbildung 
unter arteriellem Fluss.85 
Ibrutinib hemmt also ex vivo die GPVI-abhängige Signaltransduktion und kann in vitro 
das durch das Integrin IIb3 induzierte „outside-in“ Signaling hemmen, was in der 
Bildung instabiler Thrombi auf einer Kollagenoberfläche resultiert. Diese könnten 
möglicherweise für die unter Therapie auftretenden Blutungsereignisse in vivo 
verantwortlich sein. Die Wirkung sekundärer Mediatoren (ADP, Thromboxan A2) über 
deren G-Protein gekoppelte Rezeptoren wird durch Ibrutinib hingegen nicht 
beeinflusst.85 
Rigg et al zeigten, dass die irreversible Hemmung von Btk mit zwei Ibrutinib-Analoga 
in vitro zu einer verminderten Thrombozytenaktivierung, Btk-Phosphorylierung, 
Ausbreitung auf Fibrinogen und Thrombozytenaggregation auf Kollagen unter 
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arterieller Strömung führt. Wurden diese Ibrutinib-Analoga Primaten oral verabreicht, 
zeigte sich ebenfalls eine Minderung der Thrombozytenaggregation, jedoch ohne eine 
Verlängerung der Blutungszeit oder einen Einfluss auf klassische 
Gerinnungsparameter. Diese Ergebnisse zusammenfassend, bedingte die Hemmung 
der Btk eine signifikante Minderung der GPVI-vermittelten Thrombozytenaktivierung 
und -aggregation ohne dabei die  Blutungszeit zu verlängern.86 
Kazianka et al untersuchten im Blut von CLL-Patienten die Ristocetin-induzierte 
Thrombozytenaggregation, welche abhängig von der Bindung von vWF an GPIb ist. 
Während CLL-Patienten ohne Therapie oder unter Chemotherapie eine nahezu 
normwertige Ristocetin-vermittelte Thrombozytenaggregation zeigten, konnte bei 
CLL-Patienten unter Therapie mit Ibrutinib eine deutliche Verminderung nachgewiesen 
werden. Weiterhin konnte bei diesen Patienten ein Zusammenhang zwischen 
klinischen Blutungsereignissen und einer weiteren Abnahme der Ristocetin-
induzierten Thrombozytenaggregation beobachtet werden. Die Autoren schlugen 
daher die Messung der Ristocetin-induzierten Thrmbozytenaggregation im Blut als 
leicht durchführbare Methode zur Überwachung der Blutungsneigung bei Patienten 
unter Btk-Inhibitor Therapie vor.87 
Lipsky et al untersuchten in einer Studie an CLL-Patienten den Einfluss von Ibrutinib 
auf Thrombozytenfunktion und Gerinnungsfaktoren, um mögliche Rückschlüsse auf 
die Ursache für die unter Therapie auftretenden Blutungsereignisse zu erlangen. In 
vitro Untersuchungen ergaben einen milden krankheitsbezogenen Defekt 
thrombozytärer Signalwege bei getesteten CLL-Patienten, welcher durch dieTherapie 
mit Ibrutinib nochmals verstärkt wird. Einige Parameter, welche mit einem erhöhten 
Blutungsriskio einhergehen, konnten bereits zu Studienbeginn nachgewiesen werden: 
So wurden bei 55% aller Patienten Blutungsereignisse vom Grad ≤2 beobachtet, 
Blutungen vom Grad 3 traten nicht auf. Die Blutungszeit zeigte sich unter Verwendung 
der Epinephrin-Kartusche mittels PFA-100 verlängert. Die Messung der 
Thrombozytenaggregation von Vollblut mittels Aggregometrie nach Stimulation mit 
Kollagen oder ADP ergab eine Minderung bei allen CLL-Patienten, ob unter Therapie 
mit Ibrutinib oder nicht. Zusammenfassend ist die Pathophysiologie der 




2.5.2 Btk-Inhibitoren der zweiten Generation 
 
Die irreversible Hemmung der Btk durch Ibrutinib stellt einen bedeutenden 
therapeutischen Fortschritt in der Behandlung der chronisch lymphatischen Leukämie 
(CLL) dar. Da vermutet wird, dass die durch Ibrutinib bedingte off-target Wirkung auf 
einige andere Kinasen, darunter EGFR, Itk sowie Tec, verantwortlich ist für die unter 
Therapie mit Ibrutinib auftretenden Nebenwirkungen und Blutungsereignisse,89 
wurden neue irreversible Btk-Inhibitoren entwickelt, mit verbesserter Selektivität für Btk 
und geringeren off-target Wirkungen.42,90 
 
2.5.2.1 Acalabrutinib (ACP-196) 
 
Acalabrutinib, auch bekannt als ACP-196, ist ein selektiver, irreversibler Btk-Inhibitor 
der zweiten Generation, welcher für die Therapie des Mantelzelllymphom (MCL) 
zugelassen ist.91 Über die kovalente Bindung an  Cys-481 führt Acalabrutinib zu einer 
irreversiblen Blockade der Btk. Acalabrutinib ist im Vergleich zu Ibrutinib selektiver für 
Btk und hemmt nicht Src Kinasen,92 besitzt jedoch eine etwa fünffache geringere 
halbmaximale inhibitorische Potenz für Btk.75 Acalabrutinib hat eine Halbwertszeit von 
einer Stunde und bewirkt in zweimal täglicher therapeutischer Dosierung von 100mg 
eine vollständige Hemmung der Btk für 24 Stunden. Die Peak-Plasmakonzentration im 
Blut von Patienten unter Therapie mit Acalabrutinib liegt bei 1,3µM.75 
Im Vergleich zu Ibrutinib konnten unter Therapie mit Acalabrutinib weniger häufig 
schwere Blutungsereignisse beobachtet werden, was möglicherweise bedingt ist 
durch die fehlende off-target Hemmung der Src-Kinase.75,83,91 Die geringere Hemmung 
von Tec durch Acalabrutinib im Vergleich zu Ibrutinib ist jedoch umstritten.75,93  
Bezüglich des Auftreten geringgradiger Blutungen (wie Petechien) unter Acalabrutinib 
berichtet die Calquence® Zulassungsinformation eine vergleichbare Häufigkeit wie 
unter Therapie mit Ibrutinib.76,91 
Im humanisierten Mausmodell wurde im Blut von behandelten Patienten die Wirkung 
von Ibrutinib und ACP-196 auf die Thrombozytenadhäsion an die verletzte Carotis in 
vivo verglichen. Thrombozyten von CLL-Patienten unter Therapie mit ACP-196 (2x 
100mg) zeigten eine ähnliche Thrombusbildung wie gesunde Kontrollprobanden, 
während Thrombozyten von mit Ibrutinib (420mg) behandelten CLL-Patienten eine 
deutlich gehemmte Thrombusbildung zeigten.90 
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Nicolson et al untersuchten den Effekt von Ibrutinib im Vergleich zu Acalabrutinib in 
vitro auf die Thrombozytenfunktion. In dieser Studie erfolgte die Stimulation der 
Thrombozyten fast ausschließlich mit einer maximalen CRP-Konzentration (10µg/ml). 
Die irreversible Hemmung der Btk durch Ibrutinib bzw. Acalabrutinib in vitro bedingt 
eine Verzögerung, jedoch keine Hemmung der GPVI-induzierten Thrombozyten-
aggregation nach Stimulation mit der maximalen CRP-Konzentration. Die Hemmung 
der GPVI-vermittelten Thrombozytenaggregation trat bei deutlich höheren 
Konzentrationen von Ibrutinib und Acalabrutinib auf, als für die Btk-Hemmung 
erforderlich war. Das Verhältnis zwischen Blockade der Btk-Aktivität und Hemmung 
der GPVI-induzierten Thrombozytenaggregation nach Stimulation mit einer maximalen 
CRP-Konzentration war für Ibrutinib und Acalabrutinib gleich. Ex vivo Untersuchungen 
der Thrombozytenfunktion in PRP an CLL-Patienten unter Therapie mit Ibrutinib 
(420mg täglich) oder Acalabrutinib (100mg zweimal täglich) ergaben eine Minderung 
der CRP-induzierten Thrombozytenaggregation unter Ibrutinib, nicht jedoch unter 
Acalabrutinib, was die Autoren auf die fünffach geringere inhibitorische Potenz von 
Acalabrutinib für Btk zurückführten.94 Dies steht im Kontrast zu Ergebnissen von Bye 
et al.83, welche ex vivo eine komplette Blockade der Thrombozytenaggregation von mit 
Ibrutinib oder Acalabrutinib behandelten Patienten nach Stimulation mit 
supramaximalen Kollagenkonzentrationen beobachteten. Bye et al berichteten zudem 
über eine geminderte Thrombozytenadhäsion an Kollagen sowie eine 
Thrombusinstabilität unter arterieller Strömung in vitro unter Einsatz hoher Ibrutinib-
Konzentrationen sowie ex vivo im Blut von mit Ibrutinib behandelten Patienten. Diese 
Beobachtung stimmt überein mit Ergebnissen von Nicolson et al,94 welche 
herausfanden, dass die Thrombozytenadhäsion an Kollagen trotz Btk-Blockade durch 
Ibrutinib unter Blutfluss unbeeinflusst bleibt und die Hemmung dieser erst durch off-
target Effekte, welche insbesondere beim Einsatz höherer Ibrutinib-Konzentrationen 






2.5.2.2 ONO/GS-4059 (Tirabrutinib) 
 
ONO/GS-4059 ist ein weiterer, oral verfügbarer Btk-Inhibitor mit erhöhter Selektivität, 
der ebenfalls durch Bindung an Cys-481 zu einer irreversiblen Hemmung der Btk führt. 
Zusätzlich bewirkt ONO/GS-4059 eine Hemmung der Kinase Tec.95  
Die erste klinische Phase I Studie über den therapeutischen Einsatz von ONO/GS-
4059 zur Behandlung B-Zell-abhängiger Malignitäten zeigte dauerhafte Ansprechraten 
ohne toxische Nebenwirkungen. Bei einer Dosierung von 320mg pro Tag war die 
Peak-Plasmakonzentration im Blut von Patienten 1,95µM.95 Pharmakokinetisch 
zeichnet sich ONO/GS-4059 aus durch eine rasche orale Absorption und Elimination 
mit einer Halbwertszeit von 6.5 bis 8 Stunden. Für alle eingesetzten therapeutischen 
Konzentrationen hielt die Btk-Hemmung für mindestens 24 Stunden an. Die häufigsten 
unter Therapie mit ONO/GS-4059 auftretenden Nebenwirkungen waren geringgradige 
Blutungsereignisse (Grad1-2) mit einer Auftrittshäufigkeit (ca. 50%), ähnlich der bei 
Patienten unter Therapie mit Ibrutunib und Acalabrutinib.91,96 
 
2.5.2.3 BGB-3111 (Zanabrutinib) 
 
BGB-3111 ist ein weiterer, oral verfügbarer, irreversibler und selektiver Btk-Inhibitor. 
Die erste klinische Phase I Studie über den Einsatz von BGB-3111 in der Behandlung 
maligner B-Zellerkrankungen sowie des Morbus Waldenström zeigte eine gute 
Verträglichkeit und klinische Wirksamkeit. Die häufigsten Nebenwirkungen unter 
Therapie mit BGB-3111 waren Infektionen der oberen Atemwege, Diarrhoe sowie 
Übelkeit. Bisher wurden keine höhergradigen Blutungsereignisse unter Therapie mit 
BGB-3111 berichtet.97 
Biochemische und zelluläre Untersuchungen ergaben eine Hemmung der Btk durch 
Einsatz von Konzentrationen im nanomolaren Bereich.97,98 Die in vivo und in vitro 
Wirkung von BGB-3111 zur Behandlung des MCL wurde in Versuchen mit Mäusen 
untersucht. Hier zeigte sich eine potente Hemmung der Zellviabilität durch BGB-3111. 
Im Gegensatz zu Ibrutinib zeigte BGB-3111 keine Hemmung von off-target Kinasen, 
wie Tec, EGFR und Itk.99 
  
25 
2.5.2.4 Evobrutinib (M2951) 
 
Evobrutinib (M2951) ist ein weiterer oraler, selektiver Btk-Inhibitor, der zur Hemmung 
B-Zell-abhängiger Signalantworten wie Proliferation und Freisetzung von Antikörpern 
und Zytokinen entwickelt wurde, ohne die Funktion der T-Zellen zu beeinflussen. Die 
Suppression Antikörper-produzierender B-Lymphozyten soll dabei einen 
therapeutischen Fortschritt für die Behandlung von speziellen Autoimmunkrankheiten 
erbringen. Derzeit befindet sich Evobrutinib in klinischer Prüfung für die Therapie der 
rheumatoiden Arthritis (RA), multiplen Sklerose (MS) sowie des systemischen Lupus 
erythematodes (SLE).100 Die ersten Ergebnisse einer Phase II Studie bei Patienten mit 
MS wurden kürzlich (Oktober 2018) vorgestellt und sind vielversprechend. Unter 
Therapie mit einer einmal oder zweimal täglichen Dosis von 75mg Evobrutinib konnte 
eine Minderung der MS typischen Läsionen in der Hirnsubstanz beobachtet werden.101  
 
 
2.6 Irreversible Btk-Inhibitoren: eventuell mögliche neue 
Thrombozytenhemmer zur sekundären Prävention kardiovaskulärer 
Erkrankungen 
 
Die Exposition thrombogener Plaquekomponenten nach Plaque-Ruptur oder Erosion, 
insbesondere Kollagen vom Typ I und III, induziert über Aktivierung des GPVI-
Rezeptor-Signalweg die Adhäsion und Aggregation von Thrombozyten, welche zu 
einer Gefäß-verschließenden Atherothrombose und damit zu Moykardinfarkt und 
ischämischem Schlaganfall führen kann.29-31 
Die derzeit eingesetzte duale Thrombozytenaggregationshemmung durch 
Acetylsalicylsäure (ASS, Aspirin®) in Kombination mit einem P2Y12-Antagonist zur 
sekundären Prävention zerebro- und kardiovaskulärer Erkrankungen bei Patienten mit 
vorangegangenem Myokardinfarkt, ist begleitet von einem erhöhten Blutungsrisiko.102-
105 Die Entwicklung einer antithrombozytären Substanz, welche vornehmlich die 
Plaque-induzierte Thrombusbildung effizient hemmt ohne dabei Einfluss auf die 
Hämostase zu nehmen, wäre deshalb ein bedeutender Fortschritt für die sekundäre 
Prävention kardiovaskulärer Erkrankungen. 
Es konnte bereits nachgewiesen werden, dass Antikörper gegen den GPVI-Rezeptor 
oder die vWF-Bindungsstelle des GPIb-Rezeptors eine effizientere Minderung der 
Plaque-induzierten Thrombusbildung unter Blutfluss bewirken als Aspirin® und P2Y12-
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Antagonisten.32,106 GPVI Antikörper, jedoch nicht Integrin α2β1-Antikörper, hemmten 
dabei die Plaque-induzierte Thrombusbildung, welche von essentieller Bedeutung für 
die Entstehung der Atherothrombose ist.29,31,107 
Kürzlich zeigten Busygina et al, dass irreversible Inhibitoren der Kinase Btk (Ibrutinib, 
Acalabrutinib und ONO/GS-4059), welche ja Bestandteil der thrombozytären 
Signalkaskade von GPIb/vWF und GPVI ist, selektiv die Plaque-induzierte 
Thrombusbildung hemmen. Die Btk Hemmung durch Ibrutinib hatte keinen Einfluss auf 
die vWF-vermittelte und Integrin α2β1-abhängige Thrombozytenadhäsion an 
immobilisiertes Kollagen unter arterieller Strömung, welche essentiell für die 
physiologische Hämostase ist.  
Die Plaque-selektive Thrombozytenhemmung konnte auch nachgewiesen werden bei 
CLL-Patienten unter Ibrutinib-Therapie und bei Probanden nach niedrig-dosierter 
Einnahme des Btk-Inhibitors.108 
Die potente, selektive Hemmung der Plaque-induzierten Thrombusformation ohne 
Beeinflussung der physiologischen Hämostase, macht Btk-Inhibitoren in niedriger 
Dosierung zu vielversprechenden antithrombotischen Medikamenten, welche in 
klinischen Studien zur sekundären Prävention kardio- und zerebrovaskulärer 





3 Fragestellung und Ziele der Arbeit 
 
Bruton Tyrosin Kinase (Btk) ist beteiligt an der vWF/GPIb sowie der 
Kollagen/Glykoprotein (GP) VI vermittelten Thrombozytenaktivierung, welche 
maßgeblich für die durch atherosklerotischen Plaque-induzierte Thrombusbildung ist. 
23,62,63 Kürzlich zeigten Busygina et al, dass niedrig dosierte Btk-Inhibitoren selektiv die 
durch atherosklerotischen Plaque-induzierte Thrombozytenaktivierung hemmen ohne 
die primäre Hämostase zu beeinträchtigen.108 Andererseits zeigen klinische Studien 
an Patienten mit B-Zell-abhängigen Malignomen unter Ibrutinib Therapie zu circa 50% 
Blutungen (Grad 1-2), größere Blutungsereignisse (Grad 3-4) sind jedoch selten.76,78,87 
Erste klinische Studien zeigen, dass Patienten, die mit Btk-Inhibitoren der zweiten 
Generation (Acalabrutinib, ONO/GS 4059) mit besserer Selektivität für Btk therapiert 
werden, weniger Blutungen als Ibrutinib zeigen. 
Diese Beobachtungen bilden die Grundlage für folgende Fragen, die in dieser Arbeit 
beantwortet werden sollen: 
Kann durch Einsatz niedrig-dosierter Btk-Inhibitoren eine suffiziente Hemmung der 
GPVI-vermittelten Thrombozytenaggregation und somit Prävention atherosklerotisch 
bedingter Thrombosen erzielt werden ohne dabei die physiologische 
Hämostasereaktion zu beeinflussen? Zeigen neue Btk-Hemmer mit höherer 
Selektivität für Btk vielleicht bessere Ergebnisse im Vergleich zu Ibrutinib? 
Dazu wurde Ibrutinib im Vergleich zu vier neuen Btk-Inhibitoren zweiter Generation 
(Acalabrutinib, ONO/GS-4059, BGB-3111, Evobrutinb) in vitro durch Zugabe zu Blut 
untersucht. Es wurde deren Wirkungen auf die GPVI-vermittelte Thrombozyten-
aggregation, induziert durch Kollagen, untersucht und mit deren Wirkungen auf die 
Blutungszeit verglichen.  
Um herauszufinden, ob das erhöhte Blutungsrisiko unter Therapie mit Ibrutinib im 
Gegensatz zu den Btk-Inhibitoren zweiter Generation eventuell erklärbar ist durch eine 
stärkere Hemmung der vWF/GPIb vermittelten Thrombozytenaktivierung, welche 
außer bei der Atherothombose auch wichtig für die Hämostase ist, wurde der Einfluss 
von Ibrutinib im Vergleich zu den neuen Btk-Inhibitoren auf die Ristocetin-induzierte, 
vWF/GPIb-abhängige Thrombozytenaggregation untersucht. 
Von weiterem Interesse war die Frage, ob die beobachteten Blutungsereignisse unter 
Therapie mit Ibrutinib bedingt sind durch eine Störung der Integrin IIb3/Fibrinogen 
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Interaktion, möglicherweise bedingt durch eine off-target Hemmung von Src Kinasen 
durch Ibrutinib. Dazu wurden die Wirkungen von Ibrutinib und Acalabrutinib, als 
Vertreter der Btk-Inhibitoren zweiter Generation, auf die Thrombozytenadhäsion an 














Acalabrutinib (ACP-196)   SelleckChem (Houston, USA) 
BGB-3111     MedChem Express (New Jersey, USA) 
Evobrutinib     MedChem Express (New Jersey, USA) 
Ibrutinib     SelleckChem (Houston, USA) 
ONO/GS-4059    SellekChem (Houston, USA) 
 
 
4.2 Reagenzien und Chemikalien 
 
DiOC6     Life Technologies (Eugene, OR, USA) 
Fibrinogen Enzyme research (Swansea, UK) 
Humanes Serumalbumin (HSA)  Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
Kollagen (Horm)    Takeda (Österreich, Linz) 
Natriumchlorid (NaCl)   AppliChem GmbH (Darmstadt, Deutschland) 
Refludan (rekombinantes Lepirudin) Prof. Sommerhoff (Klinikum LMU, München, 
Deutschland) 
      Dr. Calatzis (Dynabyte GmbH, München, 
      Deutschland) 




4.3 Puffer und Lösungen 
 
HSA (eigene Herstellung)   HSA 4%, HSA 0,5% in PBS  
Natriumchlorid 0,9%   B. Braun (Melsungen, Deutschland) 
Dulbecco’s Phosphate buffered Saline Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) 
(PBS)    





Ibrutinib, Acalabrutinib (ACP-196), ONO/GS-4059, BGB-3111 und Evobrutinib wurden 
in Dimethylsulphoxid (DMSO) in einer Konzentration von 10mM gelöst. Aliquots (30µl) 
davon wurden bei -80 °C gelagert. Vor jedem in vitro Experiment wurden Lösungen in 
DMSO hergestellt (0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 1, 2, 5, 10, 20 mM), um im Blut finale 
Konzentrationen von 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 1, 2, 5, 10, 20 µM zu erhalten. Die finale 
Konzentration von DMSO in Blut war 0,1%.  
Kollagen (1000µg/ml) als Stimulus für die Messung der in vitro 
Thrombozytenaggregation mittels Impedanzaggregometrie wurde in einem Verhältnis 
von 1:10 mit SKF-Puffer (Stammlösung: 100µg/ml) verdünnt. Lyophilisiertes Ristocetin 
wurde in destilliertem Wasser gelöst (finale Konzentration: 10mg/ml). 
Zur Anfärbung der Thrombozyten wurde DiOC6 in einer Konzentration von 5mM in 
DMSO gelöst, Aliquots (10µl) davon bei -20°C aufbewahrt. Vor jedem Flussexperiment 
wurde die Stammlösung auf eine Konzentration von 100µM mit humanem 
Serumalbumin (HSA, 0,5% in PBS) verdünnt, um eine finale Konzentration von 1µM 





Butterflykanüle 19-Gauche  Intermedica GmbH (Mainz Deutschland) 
Falcon- Röhrchen (15ml und 50ml) Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 
Deckgläser     Menzel-Gläser GmbH (Braunschweig, 
      Deutschland 
Kollagen/Epinephrin-Kartuschen für Siemens Healthcare (Erlangen, Deutschland) 
PFA-200 
Multiplate Testzellen   Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, 
      Deutschland) 
Plastikspritzen (5ml, 10ml, 20ml,  BD Bioscience (Heidelberg, Deutschland) 
50ml Volumen) 
Silikonschlauch (Innen : 1,5mm, Wagner&Munz GmbH (München,  
Außen: 3,5mm, Wandstärke: 1mm)    Deutschland) 
S-Monovette: 3,8ml )NC/PFA  Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 
(0,129 mol/l gepuffertes Natriumcitrat,  
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pH 5,5) 
sticky slide 0,1 Luer   ibidi GmbH (Martinsried, Deutschland) 
 
 
4.6 Geräte und Software 
 
Inkubator      WTB Binder (Tuttlingen, Deutschland) 
Impedanzaggregometer   Multiplate Dynabite Medical (München, 
      Deutschland) 
Innovance PFA-200 System  Siemens Healthcare (Erlangen, Deutschland) 
Kamera      CoolSNAP HQ2 CCD camera Photometrics 
      (Tucson, AZ, USA) 
Mikroskop     Nikon Eclipse TE2000-E Fluoreszenz-  
      mikroskop (Tokyo, Japan)   
Nis-element 3.2    Nikon GmbH (Düsseldorf, Deutschland) 
Spritzensaugpumpe   LEGATO 270 Havard Apparatus  
      (Holliston, MA, USA) 
Vortex     REAX top, Heidolph (Kehlheim, Deutschland) 
Wasseraufreinigungssystem   Milli Q Direct Q 16, Merck Millipore 








Blut wurde von freiwilligen, gesunden, erwachsenen Spendern gemäß den ethischen 
Grundsätzen der Deklaration von Helsinki sowie nach erfolgter Einverständnis-
erklärung erhalten. Die Blutentnahme erfolgte durch Punktion einer peripheren Vene 
über eine 19-Gauge-Nadel in eine Plastikspritze, welche in einem Verhältnis von 1/10 
des entnommenen Blutvolumens rekombinantes Hirudin, gelöst in 0,9% NaCl (finale 
Konzentration im Blut 200U/ml; 13µg/ml) als Antikoagulans enthielt. Die ersten 0,5ml 
des Bluts wurden in eine leere Spritze abgenommen und verworfen. Experimente 
wurden innerhalb von 30 Minuten bis 180 Minuten nach Blutentnahme durchgeführt. 
Blut für PFA-200®-Messungen wurde in speziellen Monovetten (S-Monovette NC/PFA 
3,8ml), welchen 0,38ml Natriumcitrat in einer Konzentration von 0,129mol/l als 
Antikoagulans beigefügt ist, entnommen. Keiner der Blutspender hatte Aspirin oder 
andere, auf die Thrombozytenfunktion einwirkende Medikamente, innerhalb der 
vorherigen 14 Tage eingenommen. 
 
 
5.2 Thrombozytenaggregation unter statischen Bedingungen 
Die Thrombozytenaggregation im Blut wurde durch Mehrfachelektordenaggregometrie 
(„multiple electrode aggregometry”, MEA) unter Verwendung eines Multiplate-Geräts 
gemessen.110,111 Der Multiplate Analyse liegt das Prinzip der Impedanzaggregometrie 
zugrunde, welches von Cardinal und Flower entwickelt wurde und auf der Messung 
des elektrischen Widerstands zweier in Vollblut eingebrachter Elektroden beruht.112  
Die Multiplate-Messung wird in Einwegmesszellen mit zwei Impedanzsensoren, 
jeweils bestehend aus einer Anode und einer Kathode, und einem 
Polytetrafluorethylen-beschichteten Magnetrührer durchgeführt. Die durch 
verschiedene Thrombozyten-Agonisten induzierte Thrombozytenaktivierung führt zur 
Anheftung der Thrombozytenaggregate an die Elektroden, was eine Änderung des 
Widerstands bedingt. Die Widerstandsänderung wird kontinuierlich über die Messzeit 
(min) durch die beiden Sensoren aufgezeichnet und resultiert in zwei Kurven, welche 
sich typischerweise kaum unterscheiden. Der Mittelwert dieser beiden Kurven wird in 
der Einheit „aggregation units“ (AU) angegeben.  
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Zur Beurteilung der thrombozytären Aggregation über die Zeit (AU*min), wird die 
Fläche unterhalb der Kurve „area under the curve“ (AUC) herangezogen.110 Die 
Messzeit der durchgeführten Untersuchungen  betrug 10 Minuten.  
Zur Analyse der Thrombozytenfunktion wurde zuerst DMSO 0,1% (Kontrolle) oder die 
Btk-Inhibitoren Ibrutinib, ACP-196, ONO/GS-4059, BGB-3111, Evobrutinib zu 300µl 
NaCl 0,9% in die Messzelle pipettiert, bevor 300µl Hirudin-antikoaguliertes Blut 
zugegeben wurde. Die Blutproben wurden anschließend abgedeckt im Inkubator bei 
37°C bis zur Messung inkubiert. Nach Ende der Inkubationszeit (15 oder 60 Minuten) 
wurde nach Zugabe der Thrombozytenstimuli sowie des Magnetrührers zu den 
Blutproben die Messung gestartet. Als Stimuli dienten Horm-Kollagen und Ristocetin.   
 
5.3 Thrombozytenaggregation unter arteriellen Flussbedingungen 
 
 
5.3.1 Beschichtung der Deckgläser mit Fibrinogen 
 
Für Flusskammerexperimente wurden Glasdeckgläser (Menzel 24 x 60mm, #1,5) mit 
Fibrinogen beschichtet. Dazu wurde Fibrinogen in PBS verdünnt und gevortext (finale 
Fg-Konzentration: 200µg/ml). Nach Reinigung der Deckgläschen mit Isopropanol 
(70%) wurden in deren Mitte 30µl der Suspension auf eine Fläche von 5mm x 7mm 
verteilt und nach 5 Minuten mit 20µl HSA 0,5% überschichet. Die beschichteten 
Deckgläser wurden über Nacht in einer feuchten Kammer bei 4°C bis zur Verwendung, 
innerhalb von maximal 24 Stunden, aufbewahrt. 
 
5.3.2 Vorbereitung der Blutproben für Flusskammerexperimente 
 
Für Flusskammerexperimente wurde Hirudin-antikoaguliertes Blut mit DiOC6 (1µM) 
zur Thrombozytenanfärbung und DMSO 0,1% (Kontrolle) oder Btk-Inhibitor Ibrutinib 
und ACP-196 für 15 oder 60 Minuten bei 37°C vorinkubiert. 
Zunächst wurde Ibrutinib (1µM, 0,2µM), ACP-196 (5µM, 1µM) oder DMSO (finale 
Konzentration im Blut 0,1%, Kontrolle) zu 100µl NaCl 0,9% in ein 15ml Falcon®-
Röhrchen pipettiert, bevor anschließend das Hirudin-antikoagulierte Blut (2,9ml) 
hinzupipettiert wurde. Dieses Vorgehen garantierte, dass die Btk-Inhibitoren 
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vollständig im Blut gelöst waren.108 Die jeweilige Konzentration der Btk-Inhibitoren 
Ibrutinib und ACP-196 für die Flussexperimente wurde anhand der mittels MEA 
ermittelten Dosis-Wirkungskurven der Kollagen-induzierten Thrombozytenaggregation 
gewählt. Es wurde jeweils die Konzentration von Ibrutinib und ACP-196 verwendet, 
welche nach 15 Minuten und 60 Minuten Vorinkubation bei 37°C die 
Thrombozytenaggregation maximal hemmte. Blutproben für die 15 Minuten 
Präinkubation wurden mit Ibrutinib (1µM) bzw. ACP (5µM) angesetzt, Blutproben für 
die 60 Minuten Präinkubation mit Ibrutinib (0,2µM) bzw. ACP (1µM). Zum Anfärben der 
Thrombozyten wurde den Blutproben der Fluoreszenzfarbstoff DiOC6 (1µM)  
beigefügt. Anschließend wurden die Blutproben für 15 oder 60 Minuten bei 37°C im 
Inkubator bis zur Durchführung der Flusskammerexperimente vorinkubiert. 
Als Kontrollwert diente jeweils eine Blutprobe, versetzt mit DMSO 0,1% anstelle der 
Btk-Inhibitoren Ibrutinib oder ACP-196. 
 
 
5.3.3 Durchführung der Flusskammerexperimente 
 
Für die Flusskammerexperimente wurden die mit Fibrinogen (200µg/ml) beschichteten 
Deckgläschen auf die Unterseite von Flusskammern (0,1 Luer sticky-Slides, ibidi®), 
welche zuvor mit HSA 4% bestrichen wurden, montiert. Anschließend wurden die 
Flusskammern auf dem Objekttisch eines Fluoreszenzmikroskops (TE2000-E, Nikon), 
welches mit einer Inkubationskammer (37°C) ausgestattet ist, befestigt und über einen 
Silikonschlauch mit einer Spritzensaugpumpe (Harvard Apparatus, Holliston, 
Massachusetts, USA) verbunden. Die Perfusion der Flusskammern erfolgte mit einer 
Scherrate von 600/s. Zur Blockade freier unspezifischer Bindungsstellen auf den 
Glasdeckgläschen wurden die Flusskammern zunächst mit PBS, dann mit HSA 4% in 
PBS gespült. Anschließend erfolgte die Perfusion der Flusskammern mit den 
vorinkubierten Hirudin-antikoagulierten Blutproben. Mittels Fluoreszenzmikroskopie 
über ein 10x Objektiv (NA 0,4) mit einem Nikon TE2000-E Mikroskop sowie einer 
CoolSNAP HQ2 CCD Videokamera wurde die Adhäsion und Aggregation der 
Thrombozyten an Fibrinogen kontinuierlich (1 Bild/sek) über 5 Minuten aufgenommen. 
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5.3.4 Quantifizierung der Thrombozytenadhäson an Fibrinogen unter 
arterieller Strömung 
 
Die Thrombozytenadhäsion und -aggregation an Fibrinogen wurde durch Detektion 
der mit DiOC6 angefärbten Thrombozyten mittels Fluoreszenzmikroskopie (Exzitation: 
485/25nm, Emission: 528/38nm) kontinuierlich über 5 Minuten (1 Bild/Sekunde) über 
ein 10x Objektiv eines Nikon TE2000-E Mikroskops sowie einer CoolSNAP HQ2 CCD 
Kamera aufgenommen.  
Die Auswertung der Videos erfolgte über die Software NIS-element 3.2. Nach Abzug 
eines festgelegten Hintergrunds für jedes Bild, wurde nach Setzen eines 
Fluoreszenzschwellenwert die Bedeckung der Bildfläche mit Thrombozyten (platelet 
coverage) über die Aufnahmezeit berechnet.32 Die betrachtete Bildfläche betrug 
669µm x 896µm. Die dargestellten Graphen ergeben sich aus Mittelwert (MW) ± 
Standardabweichung (SD) (gemessen in jeder Sekunde) der Thrombozytenadhäsion 
an Fibrinogen von n Experimenten verschiedener Blutspender. 
 
 
5.4 Messung der in vitro Verschlusszeit mittels „platelet function 
analyzer“ PFA-200® 
 
Der „platelet function analzyer“ PFA 200® ist ein spezielles Verfahren zur 
Untersuchung der Thrombozytenfunktion durch Bestimmung der in vitro Blutungszeit. 
Durch Simulation der primären Hämostase hat der Plättchenfunktions-Analysator im 
klinischen Alltag als sensitive Methode zum Monitoring von Thrombozyten-
funktionsstörungen sowie zur Überwachung von auf die Thrombozytenfunktion 
einwirkenden Medikamenten breite Anwendung gefunden.113-115 Die Membran der 
verwendeten Messzellen ist entweder mit Kollagen/Epinehprin oder Kollagen/ADP 
beschichtet. Die Kollagenbeschichtung, welche die in vivo Situation eines verletzten 
Gefäßendothels imitiert, führt zur Aktivierung, Adhäsion und Aggregation der 
Thrombozyten, Epinephrin bzw. ADP bedingen eine zusätzliche Verstärkung der 
thrombozytären Aktivierung. Die beschichtete Membran der Messzelle enthält eine 
winzige Öffnung, in welche das mit Citrat antikoagulierte Blut (800µl) durch hohe 
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Scherkräfte gesaugt wird. Durch das Anheften der Thrombozyten an die 
Kollagenmembran wird die Öffnung verschlossen, wodurch der Blutfluss sistiert. Die 
Dauer in Sekunden bis zum Verschluss der Öffnung durch das gebildete Thrombo-
zytenaggregat dient als Maß für die Thrombozytenfunktion und wird als in vitro 
Verschlusszeit („closure time“) bezeichnet. Die maximale Messzeit („closure time“, CT) 
liegt bei 300ms. Die Proben zur Messung der in vitro Blutungszeit wurden in 2ml 
Eppendorfgefäßen angesetzt. Nach Zugabe von DMSO 0,1%, Ibrutinib (0,5µM, 
1µM), ACP-196 (2,5µM), ONO/GS-4059 (2,5µM), BGB-3111 (1µM) oder Evobrutinib 
(10µM) zu 50µl NaCl 0,9% wurde zuletzt jeweils 750µl Citrat-antikoaguliertes Blut 
hinzupipettiert und die Proben anschließend im Wasserbad bei 37°C für 15 Minuten 
inkubiert. Die zur Antikoagultion eingesetzte Citrat-Konzentration von 129mM/l soll 
stabile Messwerte liefern, auch für Messungen in Blutproben, deren Entnahme bereits 
einige Zeit zurückliegt.116 Für dieser Arbeit zugrundeliegende Messungen wurden 
Kollagen/Epinephrin-Kartuschen verwendet, welche im klinischen Alltag insbesondere 
zur Abschätzung eines erhöhten Blutungsrisikos unter Therapie mit Aspirin® 
eingesetzt werden. Messungen wurden innerhalb eines Zeitrahmens von 75 bis 150 





Die Ergebnisse werden als Mittelwert  Standardabweichung (MW  SD) von n 
Experimenten pro Versuch angegeben. Zur statistischen Auswertung der Ergebnisse 
wurde das SigmaStat 3.5-Programm-Paket verwendet. MEA („multiple aggregometry 
aggregometry“) -Versuche wurden mit ein- oder zweifaktorieller Varianzanalyse 
(ANOVA) unabhängiger Faktoren, gefolgt von einem paarweisen Vergleich zur 
Kontrolle (DMSO) nach der LSD-Methode („Least Significant Difference“) mit *: p< 
0,05, **: p< 0,01, ***: p<0,001) statistisch ausgewertet. Für die statistische Auswertung 
des Flussexperiments wurde jeweils das Ausmaß der Thrombozytenaggregations-
hemmung, bedingt durch die Btk-Inhibitoren, im Vergleich zur zeitgleichen Kontrolle 
(DMSO) zu jeder vollen Minute mit dem zweiseitig gepaarten t-Test analysiert (*: 
p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001). Die PFA-200® Messung wurde mittels einfaktorieller 
Varianzanalyse (ANOVA) und paarweisem Vergleich der eingesetzten Btk-Inhibitoren 
vs. Kontrolle (DMSO) nach der Bonferroni- Methode analysiert. 
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6 Ergebnisse  
 
6.1 Hemmung der Thrombozytenaggregation durch Ibrutinib und die 
Btk-Inhibitoren zweiter Generation ACP-196 (Acalabrutinib), 
ONO/GS-4059, BGB-3111 und Evobrutinib nach Stimulation mit 
niedrigen Kollagenkonzentrationen 
 
Die durch fibrilläres Kollagen induzierte Thrombozytenaggregation unter statischen 
Bedingungen ist abhängig von der thrombozytären GPVI-Signalkaskade, bei der Btk 
beteiligt ist. Zur Untersuchung der Wirkung von Ibrutinib im Vergleich zu neuen Btk-
Inhibitoren zweiter Generation (ACP-196, ONO/GS-4059, BGB-3111 und Evobrutinib) 
auf die Kollagen- abhängige Thrombozytenaktivierung wurden Blutproben mit 
steigenden Konzentrationen des jeweiligen Btk-Inhibitors für 15 Minuten und 60 
Minuten vorinkubiert, bevor die Thrombozytenaggregation mittels MEA („mutiple 
electrode aggregometry“) gemessen wurde. Als Stimulus diente Horm®-Kollagen, 
welches aus equinem Kollagen vom Typ I und III besteht. Die eingesetzten 
submaximalen Kollagenkonzentrationen wurden so gewählt, um ein ähnliches 
Ausmaß der GPVI-abhängigen Thrombozytenaggregationshemmung wie nach 
Stimulation mit atherosklerotischem Plaquematerial zu erhalten.108 
Die eingesetzten Btk-Inhibitoren erster und zweiter Generation zeigten nach 15 
Minuten Präinkubationszeit eine dosisabhängige Hemmung der 
Thrombozytenaggregation in vitro nach Stimulation mit niedrigen 
Kollagenkonzentrationen (0,2-0,5µg/ml). Ibrutinib (1µM) führte zu einer Hemmung um 
>90% mit einer halbmaximalen inhibitorischen Konzentration (IC50) von 0,12  0,02µM. 
Die maximale Suppression der Thrombozytenaggregation wurde bei einer 
Konzentration von 0,5µM erreicht (siehe Abb. 4A1). 
Die Btk-Inhibitoren zweiter Generation zeigten eine etwas geringere inhibitorische 
Wirkintensität (< 90%) auf die Kollagen-induzierte thrombozytäre Aggregation mit 
maximaler Hemmung durch ACP-196 (5µM) -85%, ONO/GS-4059 (5µM) -80%, BGB-
3111 (5µM) -79%, Evobrutinb (20µM) -70% (siehe Abb. 4B1, C1, D1, E1).  
BGB-3111 (IC50 0,510,27µM) war somit potenter als ACP-196 (IC50 1,21 0,34µM), 
ONO/GS-4059 (IC50 1,20 0,83µM) und Evobrutinib (IC50 5,842.31µM) (siehe Tabelle 
1, linke Spalte). 
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Nach therapeutischer, oraler Applikation der Btk-Inhibitoren ist die Exposition 
gegenüber Thrombozyten verlängert und könnte in einer stärkeren Hemmung der Btk 
resultieren. Um die Langzeitwirkung der Btk-Inhibitoren auf die Kollagen-induzierte 
Thrombozytenaggregation in vitro zu untersuchen, welche der therapeutischen 
Wirkung von Btk-Inhibitoren in vivo wahrscheinlich ähnlicher ist, wurden geringere 
Konzentrationen der Btk-Hemmer (Ibrutinib 0,15µM, ACP-196 1µM, ONO/GS-4059 
1µM, BGB-3111 0,15µM und Evobrutinib 5µM) für 60 Minuten bei 37°C vorinkubiert 
und anschließend mit geringen Kollagenkonzentrationen stimuliert. Verlängerung der 
Inkubationszeit verstärkte die Wirkung aller Btk-Inhibitoren auf die Kollagen-induzierte 
Thrombozytenaggregation. Die Dosis-Wirkungskurven der Btk-Inhibitoren ergaben 
nach 60 Minuten Präinkubation drei- bis fünffach niedrigere IC50-Werte im Vergleich 
zu den IC50-Werten, welche nach 15 Minuten Präinkubation ermittelt wurden. (Abb.4, 
Tabelle 1). Ibrutinib (0,2µM) bewirkte eine maximale Minderung der thrombozytären 
Aggregation um 99%, IC50  0,030,01µM (Abb. 4A2). Halbmaximale inhibitorische 
Konzentration (IC50) der Btk-Inhibitoren zweiter Generation sind: ACP-196 0,372µM, 
ONO/GS-4059 0,268µM, BGB-3111 0,094µM, Evobrutinib 1,208µM (siehe Abb. 4B2, 
C2, D2, E2, Tabelle 1).  
 
Tabelle 1: Halbmaximale inhibitorische Konzentrationen (IC50) der Btk-Inhibitoren auf die 
Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation und Vergleich mit antiproliferativer, 
therapeutischer Plasmakonzentration 
Steigende Konzentrationen der Btk-Inhibitoren wurden für 15 und 60 Minuten bei 37°C vorinkubiert, 
bevor die Wirkung auf die Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation in vitro mittels MEA gemessen 
wurde. Werte sind angegeben als MW ± SD. 
 
 





Plasmakonzentration (µM) und 
orale Applikationsdosis 
Ibrutinib 0,12 ± 0,02 0,025 ± 0,012 0,31; 0,37 (420mg/d; 560mg/d)93,117 
ACP-196 1,21 ± 0,34 0,372 ± 0,091 1,78 (100mg 2x/d)75 
ONO/GS-4059 1,20 ± 0,83 0,268 ± 0,142 1,95 (320mg/d)95 
BGB-3111 0,51 ± 0,27 0,094 ± 0,046 unbekannt 
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Blutproben wurden für 15 bzw. 60 Minuten bei 37°C mit DMSO 0,1% oder einem Btk-Inhibitor in 
steigender Konzentration präinkubiert. Anschließend erfolgte die Messung der statischen 
Thrombozytenaggregation mittels MEA nach Stimulation der Proben mit Kollagen (0,2-0,5µg/ml) über 
eine Dauer von 10 Minuten. Linke Spalte, Dosis-Wirkungs-Kurven nach 15 Minuten Präinkubation von 
(A1) Ibrutinib (0.1, 0.2, 0.5, 1µM), (B1) ACP-196 (0.1, 0.2, 0.5, 1, 2, 5 µM), (C1) ONO/GS-4059 (0.2, 
0.5, 1, 2 ,5µM), (D1) BGB-3111 (0.2, 0.5, 1, 2, 5µM), (E1) Evobrutinib (2, 5, 10, 20 µM ) nach Kollagen-
induzierter Thrombozytenaggregation, rechts entsprechende Dosis-Wirkungs-Kurven nach 60 Minuten 
Präinkubation: (A2) Ibrutinib (0.025, 0.05, 0.1, 0.2µM), (B2) ACP-196 (0.2, 0.5, 1µM), (C2) ONO/GS-
4059 (0.2, 0.5, 0.1), BGB-3111 (D2) (0.025, 0.05, 0.1, 0.2µM), (E2) Evobrutinib (0.5, 1, 2, 5µM). 
Ergebnisse sind angegeben als Mittelwert  SD, n=5. Einfacher ANOVA für den Faktor Btk-Inhibitor-
Konzentration und paarweisem Vergleich  vs. DMSO (*) mit *: p< 0,05, **: p< 0,01, ***: p< 0,001  nach 
LSD. 
Abbildung 4: Wirkung von Ibrutinib, ACP-196, ONO/GS-4056, BGB-3111 und Evobrutinib auf die 
GPVI-abhängige Thrombozytenaggregation nach Stimulation mit Kollagen 
 
Abbildung 8: Wirkung von Ibrutinib, ACP-196, ONO/GS-4056, BGB-3111 und Evobrutinib auf die 
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Um zu testen, wie sich die Wirkung der Btk-Inhibitoren mit zunehmender 
Inkubationszeit ändert, wurde die Kinetik der Thrombozytenaggregationshemmung 
durch submaximale Konzentrationen der Btk-Inhibitoren (Ibrutinib 0,15µM, ACP-196 
1µM, ONO/GS-4059 1µM, BGB-3111 0,15µM und Evobrutinib 5µM) untersucht. Dazu 
wurden die Btk-Inhibitoren von 5 bis zu 60 Minuten bei 37°C vorinkubiert, bevor die 
statische Thrombozytenaggregation nach Stimulation mit niedrigen 
Kollagenkonzentrationen mittels MEA gemessen wurde. 
Die Verlängerung der Inkubationszeit führte zu einer signifikanten Zunahme der auf 
die Thrombozyten hemmenden Wirkung mit maximaler Suppression der 
Thrombozytenaggregation nach 60 Minuten (Abb. 5). 
Nach vorheriger Präinkubationszeit von 5 Minuten bei 37°C hemmte Ibrutinib (0,15µM) 
die Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation um 21% im Vergleich zur Kontrolle 
(DMSO 0,1%). Mit zunehmender Präinkubationszeit zeigte Ibrutinib (0,15µM) eine 
stärkere Wirkung auf die Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation mit einer 
Minderung um 55% nach 15 Minuten, 72% nach 30 Minuten und > 98% nach 60 
Minuten Vorinkubation (siehe Abb. 5B). 
Eine vergleichbare Wirkung auf die Thrombozytenaggregation in Abhängigkeit von der 
Präinkubationszeit ergab sich für ACP-196 (1µM), ONO/GS-4059 (1µM), BGB-3111 
(0,1µM) sowie Evobrutinib (5µM). Nach 5 Minuten Vorinkubation bei 37°C zeigte sich 
die Aggregation nur mild gemindert im Vergleich zur Kontrolle: ACP-196 -15%, 
ONO/GS-4059 -36%, BGB-3111 -30%, Evobrutinib -35%. Die Vorinkubation der Btk-
Inhibitoren für 60 Minuten bei 37°C hingegen resultierte in einer nahezu vollständigen 
Suppression der Kollagen-induzierten Thrombozytenaggregation: -98% (ACP-196),  









Abbildung 5: Einfluss der Präinkubationszeit auf die durch die Btk-Inhibitoren Ibrutinib, ACP-
196, ONO/GS-4059, BGB-3111 und Evobrutinib bedingte Thrombozytenaggregationshemmung 








































































































































































           A               B 
   
 
   
     
    
         




   
  
    
 
    
            E              F   











Hirudin-antikoaguliertes Blut wurde jeweils für 5, 15, 30 und 60 Minuten mit DMSO 0,1% (Kontrolle) 
oder Btk-Inhibitor Ibrutinib (0.15µM), ACP-196 (1µM), ONO/GS-4059 (1µM), BGB-3111 (0.1µM), 
Evobrutinib (5µM) bei 37°C vorinkubiert. Anschließend erfolgte die Messung der statischen 
Thrombozytenaggregation nach Stimulation der Proben mit Kollagen (0,2-0,3µg/ml) über eine Zeitdauer 
von 10 Minuten. Ergebnisse sind angegeben als Mittelwert  SD, n=4. Einfacher ANOVA und paarweiser 
Vergleich der Präinkubationszeit 60min vs. 5, 15 und 30 Minuten nach LSD mit *: p< 0,05, **: p< 0,01 








































6.2 Aufhebung der Btk-abhängigen Thrombozytenaggregations-
hemmung nach Stimulation mit steigenden Kollagenkonzentrationen  
 
Zur Untersuchung, ob die durch Btk-Inhibitoren bedingte Hemmung der 
Thrombozytenaggregation unter statischen Bedingungen in vitro durch hohe 
Kollagenkonzentrationen aufgehoben werden kann, wurde Blut mit Btk-Inhibitoren in 
therapeutischen Konzentrationen Ibrutinib (0,25µM), ACP-196 (2µM), ONO/GS-4059 
(2µM) und BGB-3111 (0,4µM) für 60 Minuten präinkubiert und die 
Thrombozytenaggregation nach Stimulation mit steigenden Kollagenkonzentrationen 
mittels MEA („multiple electrode aggregometry“) gemessen.  
Ibrutinib (0,25µM) bedingte eine Hemmung der statischen Thrombozytenaggregation 
um 98% nach Stimulation mit Kollagen in einer Konzentration von 0,2µg/ml.  
Die Stimulation mit höheren Kollagenkonzentrationen (1µg/ml und 2,5µg/ml) resultierte 
in einer Abnahme der durch Ibrutinib bedingten Thrombozytenaggregationshemmung. 
Nach Stimulation mit Kollagen in einer Konzentration von 1µg/ml betrug die Minderung 
der Thrombozytenaggregation 54%, nach Stimulation mit Kollagen in einer 
Konzentration von 2,5µg/ml nur 33% (siehe Abb. 6A). 
Vergleichbare Ergebnisse ergaben sich in Anwesenheit der Btk-Inhibitoren zweiter 
Generation. Auch für Blutproben mit diesen Btk-Inhibitoren konnte eine geminderte 
Wirkung auf die Thrombozytenaggregation unter statischen Bedingungen in 
Abhängigkeit von der eingesetzten Kollagenkonzentration beobachtet werden: Nach 
Stimulation mit Kollagen in einer Konzentration von 0,2µg/ml zeigte sich die 
Thrombozytenaggregation um 95% (ACP-196 2µM), 96% (ONO/GS-4059 2µM) und 
92% (BGB-3111 0,4µM) gemindert. Die durch Kollagen (1µg/ml) induzierte 
thrombozytäre Aggregation zeigte sich durch ACP-196 um -45%, ONO/GS-4059 um 
 -56% und BGB-3111 um -40% gemindert. Die Wirkintensität der Btk-Inhibitoren 
zweiter Generation auf die Thrombozytenaggregation nach Stimulation mit Kollagen in 
einer Konzentration von 2,5µg/ml zeigte sich um das Dreifache gemindert im Vergleich 
zur Stimulation mit Kollagen 0,2µg/ml, mit einer Hemmung durch ACP-196 -31%, 





Abbildung 6: Wirkung steigender Kollagenkonzentrationen auf die durch Ibrutinib, ACP-196, 
ONO/GS-4059 und BGB-3111 bedingte Thrombozytenaggregationshemmung 
 
Abbildung 6: Wirkung steigender Kollagenkonzentrationen auf die durch Ibrutinib, ACP-196, 
ONO/GS-4059 und BGB-3111 bedingte Thrombozytenaggregationshemmung 
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Hirudin-antikoaguliertes Blut wurde für 60 Minuten bei 37°C mit DMSO 0,1% oder Btk-Inhibitor in 
therapeutischer Konzentration: (A) Ibrutinib (0,25µM), (B) ACP-196 (2µM), (C) ONO/GS-4059 (2µM), 
(D) BGB-3111 (0,4µM) vorinkubiert. Anschließend erfolgte die Messung der statischen 
Thrombozytenaggregation mittels MEA nach Stimulation der Proben mit Kollagen in steigender 
Konzentration (0,2 µg/ml, 1µg/ml, 2,5µg/ml) über eine Messdauer von 10 Minuten. Ergebnisse sind 



























































































































6.3 Hemmung der Ristocetin-induzierten Thrombozytenaggregation 
durch Ibrutinib, ACP-196, ONO/GS-4059, BGB-3111 und Evobrutinib  
 
Die Wirkung der Btk-Inhibitoren auf die von GPIb- und vWF-abhängige 
Thrombozytenaggregation unter statischen Bedingungen wurde durch Messung der 
thrombozytären Antwort nach Stimulation von Blutproben mit Ristocetin mittels MEA 
(„multiple electrode aggregomertry“) untersucht. Ristocetin ist ein Antibiotikum, in 
dessen Anwesenheit Thrombozyten über GPIb an vWF binden, was in einer 
thrombozytären Aggregation resultiert.118,119 
Inkubation der Btk-Inhibitoren für 15 Minuten in der jeweiligen Konzentration, welche 
eine maximale Hemmung der Kollagen-induzierten Thrombozytenaggregation 
bewirkte (Ibrutinib 1µM, ACP-196 5µM, ONO/GS-4059 5µM, BGB-3111 2µM, 
Evobrutinib 10µM), führte auch zu einer Hemmung der Ristocetin-induzierten 
Thrombozytenaggregation um >80%. Es ergaben sich keine Wirkunterschiede für die 
einzelnen Btk-Inhibitoren. 
Sowohl für Ibrutinib, als auch für die neuen Btk-Inhibitoren zweiter Generation konnte 
nach 15 min Präinkubation eine hemmende Wirkung auf die Ristocetin-induzierte 
Thrombozytenaggregation unter statischen Bedingungen gezeigt werden. Ibrutinib 
(1µM) verminderte die Thrombozytenaggregation nach Stimulation mit Ristocetin um -
91% im Vergleich zur Kontrolle (DMSO 0,1%). Die Btk-Inhibitoren zweiter Generation 
führten zu einer Suppression der Aggregation um <90%: ACP-196 (5µM) -84%, 










































(A) Repräsentative MEA-Kurven. (B) Balkendiagramm zur Wirkung der Btk-Inhibitoren auf die 
Ristocetin-induzierte Thrombozytenaggregation. Hirudin-antikoaguliertes Blut wurde für 15 Minuten bei 
37°C mit DMSO 0,1% (Kontrolle) oder Btk-Inhibitor Ibrutinib (1µM), ACP-196 (5µM), ONO/GS-4059 
(5µM), BGB-3111 (2µM), Evobrutinib (10µM) vorinkubiert. Anschließend erfolgte die Messung der 
statischen Thrombozytenaggregation mittels MEA nach Stimulation der Proben mit Ristocetin (0,5-
0,6mg/ml) über eine Zeitdauer von 10 Minuten. Ergebnisse sind angegeben als Mittelwert  SD, n=5. 





Ristocetin                 Ibrutinib 1µM             ACP-196 5µM       ONO/GS-4059 5µM    BGB-3111 2µM      Evobrutinib 10µM 































Abbildung 7: Wirkung von Ibrutinib, ACP-196, ONO/GS-4059, BGB-3111 und Evobrutinib auf die 
Thrombozytenaggregation nach Stimulation mit Ristocetin 
 
Abbildung 7: Wirkung von Ibrutinib, ACP-196, ONO/GS-4059, BGB-3111 und Evobrutinib auf die 






































Eine Hemmung der Fibrinogenbindung an Integrin IIb3 könnte möglicherweise 
Ursache für das Auftreten von Blutungsereignissen sein. Es wurde bereits beobachtet, 
dass Ibrutinib das durch Integrin IIb3-vermittelte „outside-in“ Signaling hemmend 
beeinflusst.85 
Es wurden daher die Wirkungen von  Ibrutinib und ACP-196 (als Btk-Inhibitor der 2. 
Generation) auf die Thrombozytenadhäsion an Fibrinogen verglichen. Die 
Experimente wurden bei  arterieller Strömung mit einer Scherrate von 600/s, welche 
repräsentativ für mittlere Scherraten  in Arterien und Arteriolen ist,120 durchgeführt. 
Wesentlich für die Adhäsion der Thrombozyten ist dabei die Interaktion zwischen 
Fibrinogen und dem thrombozytären Integrin IIb3. Besonderes Augenmerk lag 
darauf, mögliche Unterschiede von Ibrutinib und ACP-196 auf die IIb3-vermittelte 
Thrombozytenaktivierung herauszufinden. Dazu wurden die Thrombozyten für 15 
Minuten und 60 Minuten mit Konzentrationen der Btk-Inhibitoren vorinkubiert, welche 
>95% der Kollagen-induzierten Thrombozytenaggregation hemmten (siehe Abb. 4 A1, 
A2, B1, B2).  
Inkubation der Thrombozyten mit Ibrutinib (1µM) für 15 Minuten bei 37°C führte zu 
einer signifikanten Minderung der Thrombozytenadhäsion an Fibrinogen unter 
arterieller Strömung, gemessen am Ausmaß der Oberflächenbedeckung mit 
Thrombozyten, bei 2,3,4 und 5 Minuten Perfusionszeit im Vergleich zur zeitgleichen 
Kontrolle (DMSO 0,1%), mit einer maximalen Minderung von -51%. ACP-196 (5µM) 
hingegen bedingte unter gleichen Bedingungen keine signifikante Minderung der 









































(A) Repräsentative mikroskopische Aufnahmen der Thrombozytenadhäsion an Fibrinogen nach 0 und 
5 Minuten nach Beginn der Perfusion bei einer Scherrate von 600/s. (B) Darstellung der thrombozytären 
Flächenbedeckung einer Fibrinogen-beschichteten Oberfläche in Anwesenheit von DMSO (Kontrolle), 
Ibrutinib (1µM) und ACP (5µM) unter arterieller Strömung. 
Hirudin-antikoaguliertes Blut wurde mit 3,3‘- Dihexyloxacarbocyanin-Jodid (DiOC6) (1µM) zur 
Anfärbung der Thrombozyten und DMSO 0,1% (Kontrolle), Ibrutinib (1µM) oder Acalabrutinib (5µM) für 
15 Minuten bei 37°C vorinkubiert.  Anschließend wurde das Blut mit einer Scherrate von 600/s über 
eine Fibrinogen (200µg/ml)-benetzte Oberfläche perfundiert und die Thrombozytenaggregation mittels  
Videomikroskopie kontinuierlich  (1Bild/sek) über 5 Minuten aufgenommen. Ergebnisse sind angegeben 
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Abbildung 8: Wirkung der Btk-Inhibitoren Ibrutinib und ACP-196 auf die Thromboyzyten-
adhäsion an immobilisiertes Fibrinogen unter arterieller Strömung nach vorheriger Inkubation 
für 15 Minuten bei 37°C 
 
Abbildung 10: Wirkung der Btk-Inhibitoren Ibrutinib und ACP-196 auf die Thromboyzyten-
adhäsion an immobilisiertes Fibrinogen unter arterieller Strömung nach vorheriger Inkubation 
























































Nach therapeutischer, oraler Applikation der Btk-Inhibitoren ist die Exposition 
gegenüber Thrombozyten verlängert und könnte in einer stärkeren Hemmung der Btk 
resultieren. Inkubation von Thrombozyten mit fünffach niedrigerer Konzentration der 
Btk-Inhibitoren für 60 Minuten beeinflusste die Thrombozytenadhäsion an 
immobilisiertes Fibrinogen kaum (siehe Abb. 9). 
Ibrutinib (0,2µM) bewirkte nach 60 Minuten Präinkubation eine signifikante Minderung 
der IIb3-abhängigen Thrombozytenadhäsion unter Blutfluss nur bei 5 Minuten 
Perfusionszeit im Vergleich zur zeitgleichen Kontrolle (DMSO 0,1%)  mit einer 
maximalen Minderung um 44%. ACP-196 (1µM) hingegen bedingte unter gleichen 
Bedingungen keine signifikante Hemmung der IIb3-vermittelten 
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Abbildung 9: Wirkung der Btk-Inhibitoren Ibrutinib und ACP-196 auf die Thrombozyten-
adhäsion an immobilisiertes Fibrinogen unter arterieller Strömung nach vorheriger Inkubation 
für 60 Minuten bei 37 °C 
 
Abbildung 12: Wirkung der Btk-Inhibitoren Ibrutinib und ACP-196 auf die Thrombozyten-
adhäsion an immobilisiertes Fibrinogen unter arterieller Strömung nach vorheriger Inkubation 

























(A) Repräsentative mikroskopische Aufnahmen der Thrombozytenadhäsion an Fibrinogen nach 0 und 
5 Minuten nach Beginn der Perfusion bei einer Scherrate von 600/s. (B) Darstellung der thrombozytären 
Flächenbedeckung einer Fibrinogen-beschichteten Oberfläche in Anwesenheit von DMSO (Kontrolle), 
Ibrutinib (0,2µM) und ACP (1µM) unter arterieller Strömung. 
Zur Durchführung, siehe Legende Abb 8. Ergebnisse sind angegeben als MWSD, n=6. **:p< 0,01 nach 



















6.5 Wirkung der Btk-Inhibitoren Ibrutinib, ACP-196, ONO/GS-4059, 
BGB-3111 und Evobrutinib auf die in vitro Blutungszeit 
 
Um zu testen, ob die Btk-Inhibitoren zu einer Verlängerung der Blutungszeit führen, 
wurden Messungen mit dem „platelet function analyzer“ PFA-200® durchgeführt. 
Dieser simuliert die primäre Hämostase in vitro und wird im klinischen Alltag 
eingesetzt, mögliche Blutungsrisiken abzuschätzen. Zur Messung einer erhöhten 
Blutungsneigung, insbesondere unter Therapie mit Actetylsalicylsäure (ASS®), wird 
die  Kollagen/Epinephrin-Kartusche verwendet.115,121 
Inkubation von Citrat-Blut mit Ibrutinib (0,5µM), ACP-196 (2µM) und ONO/GS-4059 
(2µM) für 15min, welche die durch niedrige Kollagenkonzentrationen induzierte 
Thrombozytenaggregation um 86%, 70% und 67% hemmten, führten zu keiner 
signifikanten Verlängerung der in vitro Blutungszeit bei Verwendung der 
Kollagen/Epinephrin-Kartusche (siehe Abb. 10). 
Höhere Konzentrationen der Btk-Inhibitoren: Ibrutinib (1µM), ACP-196 (5µM) und 
ONO/GS-4059 (5µM) verlängerten die Blutungszeit hingegen signifikant, mit mittleren 
Verschlusszeiten von 244±62 Sekunden, 215±72 Sekunden und 224±60 Sekunden.  
BGB-3111 (1µM) und Evobrutinib (10µM) bedingten unter gleichen 
Versuchsbedingungen keine signifikante Verlängerung der in vitro Blutungszeit und 



















Citratblut wurde mit DMSO 0,1% (Kontrolle) oder Btk-Inhibitor Ibrutinib (1, 0,5µM), ACP-196 (2, 5µM), 
ONO/GS-4059 (2, 5µM), BGB-3111 (1µM) und Evobrutinib (10µM) bei 37°C im Wasserbad für 15 
Minuten vorinkubiert. Anschließend wurden die Proben in Kollagen/Epinephrin-Kartuschen überführt 
und die in vitro Blutungszeit mit dem „platelet function analyzer“ PFA-200® gemessen. Ergebnisse sind 
angegeben als MWSD, n=8. Einfacher ANOVA mit paarweisem Vergleich vs. DMSO mit *: p< 0,05 
nach Bonferroni. 
Abbildung 10: Wirkung von Ibrutinib und Btk-Inhibitoren zweiter Generation auf die in vitro 
Blutungszeit 




















Citratblut wurde mit DMSO 0,1% (Kontrolle) oder Btk-Inhibitor Ibrutinib (1, 0,5µM), ACP-196 (5µM), 
ONO/GS-4059 (5µM), BGB-3111 (1µM) und Evobrutinib (10µM) bei 37°C im Wasserbad für 15 Minuten 
vorinkubiert. Anschließend wurden die Proben in Kollagen/Epinephrin-Kartuschen überführt und die in 
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Die pharmakologische Hemmung der Btk hat sich als erfolgreiche Strategie zur 
Behandlung B-Zell-lymphoproliferativer Erkrankungen erwiesen. 
Ibrutinib ist als erster oraler Btk-Inhibitor für die Therapie der CLL sowie des 
Mantelzelllymphoms zugelassen. Jedoch ist die Therapie mit Ibrutinib assoziiert mit 
einem erhöhten Blutungsrisiko unter Patienten, was zur Entwicklung einer zweiten 
Generation an Btk-Inhibitoren, mit erhöhter Selektivität für Btk und in ersten klinischen 
Studien scheinbar geringerem Blutungsrisiko geführt hat.76,78,90 Seit November 2017 
ist Acalabrutinib (ACP-196) in den USA für die Therapie des Mantelzelllymphoms 
zugelassen.91 
In dieser Arbeit wurde die Wirkung von Ibrutinib und vier neuer Btk-Inhibitoren (ACP-
196, ONO/GS-4059, BGB-3111 und Evobrutinib) auf die GPVI- und GPIb-abhängige 
Thrombozytenaggregation und die in vitro Blutungszeit untersucht, um 
herauszufinden, welche Effekte Ibrutinib im Vergleich zu Btk-Inhibitoren zweiter 
Generation auf thrombozytäre Signalkaskaden hat und wie diese die Hämostase 
beeinflussen. 
Zusätzlich wurde die Wirkung von Ibrutinib und Acalabrutinib auf die 




7.1 Einfluss der Btk-Inhibitoren auf die GPVI- und GPIb- abhängige 
Thromboyztenaggregation 
 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass niedrige Konzentrationen von Ibrutinib 
und den neuen Btk-Inhibitoren zweiter Generation ACP-196, ONO/GS-4059, BGB-
3111 sowie Evobrutinib dosisabhängig die GPVI-abhängige, Kollagen-vermittelte 
Thrombozytenaggregation hemmen, welche verantwortlich für die durch 
atherosklerotischen Plaque induzierte Thrombusbildung ist. Für Experimente dieser 
Arbeit wurden submaximale Kollagenkonzentrationen (0,2-0,5µg/ml) verwendet, die 
ein ähnliches, submaximales Ausmaß der GPVI-vermittelten Thrombozyten-
55 
aggregation induzierten wie nach Stimulation mit maximalen Konzentrationen 
atherosklerotischen Plaquematerials beobachtet wurde.108  
Eine Verlängerung der Inkubationszeit auf 60 Minuten simuliert möglicherweise die in 
vivo Situation nach oraler Applikation der Btk-Inhibitoren aufgrund der Kinetik ihrer 
Resorption besser. Die verlängerte Inkubationszeit resultierte in einer Wirkverstärkung 
aller Btk-Inhibitoren auf die Hemmung der GPVI-abhängigen 
Thrombozytenaktivierung. Die IC50-Werte lagen um das fünffache (ACP-196), 
siebenfache (ONO/GS-4059) und zwölffache (Ibrutinib) unterhalb der maximalen 
Plasmakonzentrationen, welche nach antiproliferativer, therapeutischer Dosierung der 
Btk-Inhibitoren im Patientenblut erreicht werden (siehe Tabelle 1). 
Für die geringgradige Aktivierung der GPVI-Signalkaskade ist insbesondere die 
Aktivierung von Btk und nicht von Tec essentiell wie in Untersuchungen an XLA-
Patienten und Btk-defizienten Mäusen gezeigt werden konnte. 40,62 Auch die kürzlich 
veröffentlichte Studie von Chen et al zeigte, dass nach Stimulation von Thrombozyten 
mit Kollagen in submaximaler Konzentration die Hemmung von Btk und nicht von Tec 
verantwortlich ist für die Hemmung der Thrombozytenaggregation durch insgesamt 12 
untersuchte Btk-Inhibitoren. Die Konzentration der Btk-Inhibitoren, welche die 
Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation unterdrückte, korrelierte mit der Btk-
Inhibitor-Konzentration in in vitro Kinase assays, welche hemmend auf die Btk, nicht 
jedoch die Kinase Tec wirkte.93  
Durch Erhöhung der Kollagenkonzentration kann die durch Btk-Inhibitoren induzierte 
Hemmung der submaximalen GPVI-vermittelten Thrombozytenaktivierung 
aufgehoben werden (siehe Abb. 5). Ursache hierfür ist wahrscheinlich die Aktivierung 
der zu Btk homologen Kinase Tec, welche nach Thrombozytenstimulation mit hohen 
Kollagenkonzentrationen die Abwesenheit (bei XLA-Patienten) oder Hemmung von 
Btk innerhalb der GPVI-Signalkaskade kompensieren kann.63 
Die kompensatorische Rolle der Kinase Tec konnte durch Untersuchungen an Mäusen 
belegt werden. Die Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation von sowohl Btk-, als 
auch Tec-defizienten Thrombozyten von Mäusen zeigte sich stärker gehemmt, als die 
Aggregation nur Btk-defizienter Thrombozyten.40 Die Hemmung beider Kinasen, Btk 
und Tec,  lässt somit eine stärkere Beeinflussung der Thrombozytenfunktion durch 
eine möglicherweise komplette Hemmung der GPVI- und GPIb-abhängigen 
Signalübertragung vermuten.40,83 
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Neben der GPVI-abhängigen Thrombozytenaktivierung spielt Btk auch eine Rolle 
innerhalb der vWF/GPIb abhängigen Signalkaskade, was durch Versuche an Mensch 
und Mäusen belegt werden konnte.23,82,87 
Die durch Ristocetin induzierte Thrombozytenaggregation118,119 zeigte sich durch 
Ibrutinib87 sowie durch die Btk-Inhibitoren zweiter Generation ACP-196, ONO/GS-
4059, BGB-3111 und Evobrutinib gehemmt (siehe Abb. 6). 
In zwei weiteren Studien zeigten Thrombozyten, welche von mit Ibrutinib behandelten 
Patienten gewonnen wurden, eine verminderte Adhäsion an vWF unter arterieller 
Strömung82 sowie eine verminderte Aktivierung nach Stimulation der vWF-abhängigen 
Aggregation mit Ristocetin unter statischen Bedingungen, welche assoziiert war mit 
einer erhöhten Blutungsneigung unter den Patienten.87 Unter hoher arterieller 
Strömung wird die Interaktion von Thrombozyten mit verletzter Gefäßwand wesentlich 
vermittelt durch die Bindung von vWF an dessen Rezeptor, den thrombozytären GP 
Ib-V-IX-Komplex.4-6 
Diese Beobachtungen sind vereinbar mit Untersuchungen an Blut von CLL-Patienten 
durch Lipsky et al, welche herausfanden, dass höhere Level an vWF (>100 IE/dl) das 
Blutungsrisiko unter Therapie mit Ibrutinib vermindern.88 
Unter Einbeziehung der unterschiedlichen Plasmakonzentrationen, welche nach oraler 
Applikation unter Therapie erreicht werden, konnten keine Wirkunterschiede von 
Ibrutinib und den neuen Btk-Inhibitoren ACP-196, ONO/GS-4059, BGB-3111 und 
Evobrutinib auf die Hemmung der Kollagen- und Ristocetin-induzierten 




7.2 Einfluss der Btk-Inhibitoren auf die Thrombozytenadhäsion an 
Fibrinogen unter arteriellen Flussbedingungen 
 
Im Gegensatz zu den neuen Btk-Inhibitoren zweiter Generation konnten für Ibrutinib 
off-target Wirkungen auf andere Protein-Kinasen nachgewiesen werden. Somit könnte 
die Akkumulation hoher Ibrutinib-Konzentrationen in Thrombozyten von Patienten 
nach Hochdosistherapie eine off-target Hemmung von Kinasen der Src Familie (z.B. 
Lyn) bewirken, was möglicherweise in einer verminderten Adhäsion von 
Thrombozyten an Fibrinogen via Integrin IIb3 resultiert und somit mögliche Ursache 
für die unter Therapie mit Ibrutinib auftretenden Blutungen ist.79,83,85 
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Es wurde bereits nachgewiesen, dass Ibrutinib das Integrin IIb3-vermittelte „outside-
in“ Signaling unter arterieller Strömung hemmend beeinflusst, was in der Hemmung 
der Adhäsion an immobilisiertes Fibrinogen und der Bildung instabiler 
Thrombozytenaggregate resultiert.85 Die Bindung von Fibrinogen an das Integrin 
IIb3 und das dadurch hervorgerufene „outside-in“ Signaling mit Aktivierung von 
Kinasen der Src-Familie35 bedingt eine Verstärkung der Thrombozytenaktivierung 
durch Generierung positiver Feedback-Mechanismen auf andere thrombozytäre 
Signalkaskaden und gewährleistet die Bildung stabiler Thrombi durch Vernetzung 
benachbarter Thrombozyten.12 
Um die Ursache für die erhöhte Blutungsneigung unter Therapie mit Ibrutinib sowie die 
Wirkung auf Thrombozytenaktivierung und Thrombusbildung im Vergleich zu Btk-
Inhibitoren zweiter Generation zu verstehen, wurde die Wirkung von Ibrutinib sowie 
ACP-196, als Vertreter der Btk-Inhibitoren zweiter Generation, auf die 
Thrombozytenadhäsion an Fibrinogen unter arterieller Strömung analysiert. 
Dazu wurde die Thrombozytenadhäsion an immobilisiertes Fibrinogen, welches 
IIb3-  abhängiges „outside-in“ Signaling hervorruft unter arterieller Strömung 
analysiert. Von wesentlichem Interesse war die Überlegung, ob die unter Therapie mit 
Ibrutinib beobachteten Blutungsereignisse im Vergleich zu Btk-Inhibitoren zweiter 
Generation möglicherweise durch Unterbrechung der Integrin IIb3-vermittelten 
„outside-in“ Signalkaskade zu erklären sind. 
Es konnte gezeigt werden, dass die Thrombozytenadhäsion an Fibrinogen unter 
arterieller Strömung in Anwesenheit von Ibrutinib (1µM) im Vergleich zur Kontrolle 
(DMSO 0,1%) nach 15 Minuten Vorinkubation der Proben signifikant vermindert war. 
Unter Anwesenheit von ACP-196 (5µM) hingegen zeigte sich die Adhäsion an 
immobilisiertes Fibrinogen unter arterieller Strömung nicht signifikant gemindert im 
Vergleich zur Kontrolle. 
Die deutlich verminderte Adhäsion von Thrombozyten an immobilisiertes Fibrinogen 
durch 1µM Ibrutinib lässt schließen, dass Ibrutinib in dieser Konzentration die Src 
Kinasen abhängige, durch Integrin IIb3-vermittelte „outside-in“ Signalkaskade 
hemmend beeinflusst. Die Beobachtung von Bye et al, dass Ibrutinib, nicht jedoch 
Acalabrutinib, in hohen Konzentrationen die Aktivierung von Src Kinasen nach 
Stimulation des GPVI-Rezeptors mittels CRP hemmt,83 könnte als mögliche Erklärung 
für die Ergebnisse dienen.  
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Untersuchungen an Mäusen mit genetisch verändertem Integrin IIb3 -Rezeptor und 
dadurch bedingtem Defekt des „outside-in“ Signaling zeigten eine gehemmte 
Thrombozytenaggregation sowie Gerinnselbildung in vitro sowie eine erhöhte 
Blutungsneigung in vivo, welche durch instabile Thrombusbildung und vermehrte 
Tendenz zu Nachblutungen charakterisiert ist.122 Diese Ergebnisse sind vereinbar mit 
der Bildung instabiler Thromben unter Fluss durch Ibrutinib in vitro und auch bei 
manchen Patienten unter Ibrutinib-Therapie.83 
Bei Untersuchungen nach Inkubation der Btk-Inhibitoren Ibrutinib und ACP-196 in 
therapeutischen Konzentrationen von Ibrutinib (0,2µM) und  ACP-196 (1µM) im Blut 
für 60 Minuten, welche möglicherweise deren in vivo Wirkung nach oraler Therapie 
besser simuliert, war die Adhäsion an Fibrinogen durch Ibrutinib nur gering gemindert. 
Unter Anwesenheit von niedrig dosiertem ACP-196 (1µM) konnte, wie im 
Versuchsansatz mit 15 Minuten Vorinkubation, ebenfalls keine signifikante Minderung 
der Thrombozytenadhäsion beobachtet werden (siehe Abb. 8, Abb. 9). 
Die Ursache für die fehlende Hemmung der Thrombozytenadhäsion an Fibrinogen 
durch ACP-196 kann möglicherweise durch die Abwesenheit der off-target Wirkung 
auf Src-Kinasen, welche für die neuen Btk-Inhibitoren zweiter Generation 
nachgewiesen wurde, erklärt werden. 
 
 
7.3 Einfluss der Btk-Inhibitoren auf die in vitro Blutungszeit 
 
Die Messung der in vitro Blutungszeit mittels „platelet function analyzer“ PFA-200® ist 
ein spezielles Verfahren, das zur Analyse der Thrombozytenfunktion sowie zur 
Messung eines erhöhten Blutungsrisikos eingesetzt wird. Die Kollagen/Epinephrin-
Kartusche wird dabei häufig verwendet, um die Wirkung und Einnahme von 
Acteylsalicylsäure (ASS) zu überwachen.115,121 Auch die Wirkung der Integrin αIIbβ3 
(GP-IIb/IIIa)-Antagonisten auf die Thrombozytenfunktion, welche eine Verlängerung 
der Verschlusszeit bei Verwendung der Kollagen/Epinephrin-, als auch der 
Kollagen/ADP-Messzelle bedingen, lässt sich mittels PFA-200®-Messung 
nachweisen.123  
Untersuchungen dieser Arbeit zeigen, dass niedrige Konzentrationen der Btk-
Inhibitoren Ibrutinib (0,5µM), ACP-196 (2µM) und ONO/GS-4059 (2µM), welche eine 
Hemmung der submaximalen GPVI-abhängigen Thrombozytenaktivierung um >95% 
59 
nach Stimulation mit niedrigen Kollagenkonzentrationen bewirkten, keine Zunahme 
der in vitro Blutungszeit bei Verwendung der Kollagen/Epinephrin-Kartusche 
verursachten (siehe Abb. 11, 12). Diese Konzentrationen entsprechen dem nach 
oraler Therapie mit Ibrutinib, ACP-196 und ONO/GS-4059 erreichten therapeutischen 
Medikamentenspiegel im Blut von Patienten. Die maximale Plasmakonzentration nach 
oraler Einnahme von Ibrutinib in einer Dosis von 420mg täglich entspricht 0,31µM. 
Nach zweimal täglicher oraler Einnahme von 100mg ACP-196 wird eine maximale 
Plasmakonzentration von 1,78µM erreicht und die Einnahme einer in klinischen 
Untersuchungen eingesetzten täglichen Dosis von 320mg ONO/GS-4059 führt zu 
einer maximalen Plasmakonzentrationen von 1,95µM (siehe Tabelle 1).75,93,96,117 
Eine moderate Zunahme der in vitro Blutungszeit ergab sich bei 2-2,5fach höheren 
Konzentrationen der Btk-Inhibitoren (Ibrutinib 1µM, ACP-196 5µM und ONO/GS-4059 
5µM), nicht jedoch bei BGB-3111 (1µM) und Evobrutinib (10µM). 
Die Ursache der beobachteten Blutungsereignisse unter Therapie mit Ibrutinib ist 
komplex.79,88 Gemäß neueren Studien treten auch bei Patienten unter Therapie mit  
neuen Btk-Inhibitoren ACP-196 und ONO/GS-4059 geringgradige Blutungsereignisse 
in ähnlicher Häufigkeit wie unter Therapie mit Ibrutinib auf.91,96 Eine mögliche Ursache 
für Blutungen ist die für die Therapie B-Zell-abhängiger Erkrankungen erforderliche 
hohe therapeutische Konzentration der Btk-Inhibitoren, welche nicht nur Btk, sondern 
auch Tec in Thrombozyten hemmt und somit eine komplette Hemmung der GPVI-
vermittelten Thrombozytenaktivierung bedingt.40,63,83,94 
Die Hemmung der submaximalen GPVI-abhängigen Thrombozytenaktivierung durch 
niedrige Btk-Inhibitor-Konzentrationen, welche nicht mit einer Verlängerung der in vitro 
Blutungszeit einhergeht (siehe Abb. 4, Abb. 10), ist vereinbar mit einem fehlenden 
Blutungsphänotyp von XLA-Patienten. Trotz nachgewiesenem genetischem Btk-
Defizit und einer verminderten GPVI-abhängigen Thrombozytenaggregation haben 
XLA-Patienten kein erhöhtes Blutungsrisiko.43,44,62,63,88 Die Btk-Hemmung in XLA-
Patienten entspricht somit der Hemmung der submaximalen GPVI-vermittelten 
Thrombozytenaktivierung durch niedrige Btk-Inhibitor-Konzentrationen, welche 
dadurch selektiv Btk, nicht jedoch die Kinase Tec hemmen. 
Unter Berücksichtigung der nach verlängerter Inkubationszeit der Btk-Inhibitoren 
ermittelten niedrigen IC50-Werte, welche weit unterhalb der nach Therapie von 
malignen B-Zellerkrankungen erreichten Plasmakonzentrationen liegen, lässt sich 
folgern, dass durch Einsatz niedrig dosierter Btk-Inhibitoren eine ausreichende 
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irreversible Hemmung der Btk erzielt werden kann und die submaximale GPVI-
abhängige Thrombozytenaktivierung, welche von entscheidender Bedeutung für die 
Entstehung der Atherothrombose ist, unterbunden werden kann ohne dabei eine 





Ibrutinib und ACP-196 sind zugelassen für die Therapie B-Zell-abhängiger, maligner 
Erkrankungen und weitere Btk-Inhibitoren befinden sich derzeit in klinischen Studien 
zur Therapie von B-Zell-Malignomen (ONO/GS-4059, BGB-3111) und B-Zell-
abhängiger Autoimmunerkrankungen wie der Multiple Sklerose (Evobrutinib). 
In Thrombozyten vermittelt Btk die Thrombozytenaktivierung via GPVI, welches 
verantwortlich für die durch atherosklerotischen Plaque induzierte Thrombusbildung 
ist. Der GPVI- sowie der GPIb-Signalweg kann durch Btk-Inhibitoren gehemmt 
werden. 
In dieser Arbeit wurde die Wirkung von Ibrutinib und vier neuer Btk-Inhibitoren auf die 
GPVI-vermittelte Thrombozytenaggregation und die in vitro Blutungszeit verglichen. 
Um eine ähnliche, submaximale Aktivierung der GPVI-vermittelten 
Thrombozytenaggregation, wie sie nach Stimulation mit atherosklerotischem 
Plaquematerial induziert wird, zu erhalten, wurden für die Experimente dieser Arbeit 
geringe Kollagenkonzentrationen (0,2-0,5µg/ml) verwendet. Die Btk-Inhibitoren 
zeigten eine unterschiedliche Wirksamkeit für die Hemmung der Kollagen-stimulierten 
Thrombozytenaggregation. Entsprechend ihren IC50-Werten (nach 15 Minuten 
Präinkubation) war Ibrutinib der wirksamste Btk-Inhibitor (IC50 0,12µM), gefolgt von 
BGB-3111 (0,51µM), ONO/GS-4059 (1,2µM), ACP-196 (1,21µM) und Evobrutinib 
(5,84µM). 
Konzentrationen der Btk-Inhibitoren Ibrutinib 0,5µM, ACP-196 2µM und ONO/GS-4059 
2µM, welche den maximalen Plasmakonzentrationen von mit Btk- Inhibitoren 
behandelten Patienten entsprechen, führten zu einer deutlichen Hemmung (>70%) der 
GPVI-abhängigen Thrombozytenaggregation, nicht jedoch zu einer Verlängerung der 
Blutungszeit, gemessen im PFA-200 unter Verwendung der Kollagen/Epinephrin-
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Kartusche. Eine signifikante, aber moderate Verlängerung der in vitro Blutungszeit 
zeigte sich erst bei 2-2,5fach höheren Konzentrationen dieser Btk-Inhibitoren. 
BGB-3111 (1µM) und Evobrutinib (10µM), deren therapeutische Plasmakonzentration 
unbekannt sind, hemmten ebenfalls deutlich die GPVI-abhängige 
Thrombozytenaggregation ohne zu einer Verlängerung der Blutungszeit zu führen. 
Alle Btk-Inhibitoren hemmten auch die Ristocetin-induzierte vWF/GPIb-vermittelte 
Aggregation. 
Die Verlängerung der Inkubationszeit der Btk-Inhibitoren im Blut auf 60 Minuten 
reduzierte die IC50-Werte der Btk-Inhibitoren auf die GPVI-vermittelte 
Thrombozytenaggregation um das 5-fache (Acalabrutinib), 7-fache (ONO/GS-4059) 
und 12-fache (Ibrutinib). Die IC50-Werte lagen dann weit unter der antiproliferativ 
wirkenden, therapeutischen Plasmakonzentration der Btk-Inhibitoren (soweit 
bekannt).  
Unter Berücksichtigung der unterschiedlichen maximalen Plasmaspiegel, welche unter 
Therapie nach oraler Applikation der Btk-Inhibitoren erreicht werden, konnten keine 
Unterschiede zwischen Ibrutinib und den neuen Btk-Inhibitoren ACP-196 und 
ONO/GS-4059 hinsichtlich ihrer Wirkung auf die Kollagen- und Ristocetin-induzierte 
Thrombozytenaggregation sowie (in höheren eingesetzten Konzentrationen) auf die in 
vitro Blutungszeit festgestellt werden. 
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass niedrige, für derzeitige Indikationen 
subtherapeutische Plasmaspiegel der Btk-Inhibitoren selektiv und effektiv  Btk und 
damit die GPVI-abhängige Thrombozytenaggregation, welche eine entscheidende 
Rolle bei der Atherothrombose spielt, hemmen ohne dabei die primäre Hämostase zu 
beeinflussen. Diese Erkenntnis und die Beobachtung, dass Btk-Inhibitoren die durch 
atherosklerotischen Plaque induzierte Plättchenthrombusbildung selektiv hemmen,108 
könnten den Weg bahnen, um in naher Zukunft irreversible Btk-Inhibitoren in niedriger 
Dosierung in klinischen Untersuchungen bei kardiovaskulären Patienten zur 
Prävention und Behandlung akuter atherothrombotischer Ereignisse zu untersuchen. 
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